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RESUMO

Cento e quarenta e oito linhagens fangicas, mesofilicas e termofilicas, foram
isoladas de amostras de solo e de matéria organica em decomposi¢cdo de
areas de Cerrado no estado do Mato Grosso Sul. Essas linhagens tiveram suas
capacidades de crescimento a 35 °C e 45 °C analisadas em meios contendo
palha de milho como fonte de carbono. Sessenta e seis fungos, com
crescimento a 45 °C foram selecionados para testes de producao enzimética. A
maioria das linhagens isoladas produziram xilanase e celulases (avicelase e
CMCase) por fermentacdo em estado sélido (FES), inicialmente utilizando o
farelo de trigo como substrato. Posteriormente, foram realizados os estudos do
efeito da fonte de carbono e do perfil de producdo de enzimas, utilizando
diferentes substratos como: farelo de trigo, bagaco de cana-de-aclcar,
serragem, sabugo de milho e com misturas destes na proporcdo de 1:1. A
producdo mais elevada de CMCase, 18 U/g, foi obtida pelo fungo
Penicillium sp 11P4-A2, em farelo de trigo, apds 48 horas de cultivo. As maiores
producdes de avicelase 13,1 U/g, e xilanase, 370 U/g, foram obtidas pelo fungo
Aspergillus sp 1IP2B1, quando cultivado em farelo de trigo e sabugo de milho,
apos 24 horas e 96 horas de cultivo, respectivamente. A xilanase referida
acima, produzida pelo fungo Aspergillus sp 11IP2B1, apresentou atividade

méaxima em 55 °C com pH de 5,5 e se manteve estavel até 55 °C.

Palavras-chave: Bioma Cerrado; Fermentacdo em Substrato Sélido; residuos

agroindustriais, Enzima Flngicas.



ABSTRACT

One hundred forty-eight mesophilic and thermophilic fungal strains were
isolated from samples of soil and decomposing organic matter from Cerrado in
the state of Mato Grosso do Sul. These strains have had their capacity for
growth at 35 °C and 45 °C analyzed in culture medium containing corn straw as
the carbon source. Sixty-six fungi, growing at 45 °C, were selected for enzyme
production testing. The most of the isolated strains produced xylanase and
cellulase (CMCase and avicelase) by solid state fermentation (SSF), initially
using wheat bran as substrate. Subsequently, studies of the effect of carbon
source and enzyme production profile were performed using different
substrates: wheat bran, sugar cane bagasse, sawdust, corn cobs and mixtures
in a 1:1 ratio. The highest CMCase production, 18 U/g, was produced by fungi
Penicillium sp 1IP4-A2 in wheat bran, after 48 hours of cultivation. The highest
avicelase production, 13.1 U/g, and xylanase, 370 U/g, were obtained by fungi
Aspergillus sp 1IP2B1, in wheat bran and corn cob, after 24 hours and 96 hours
of culture on solid fermentation, respectively. The xylanase produced by fungi
Aspergillus sp 11IP2B1 showed maximum activity at 55 °C at pH 5.5 and it was
stable up to 55 °C.

Keywords: Cerrado biome, agro-industrial waste, solid fermentation, fungal

enzymes.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um dos ‘hotspots’ para a conservagdo da biodiversidade
mundial. Nos Gltimos 35 anos mais da metade dos seus 2 milhdes de km?
originais foram cultivados com pastagens plantadas e culturas anuais
acelerando a destruicdo dos ecossistemas que constituem o cerrado (KLINK e
MACHADO, 2005).

Paralelamente ao avanco da destruicdo, vem crescendo em todo o
mundo a consciéncia sobre a importancia da conservagdo dos recursos
naturais. Os componentes da chamada biodiversidade sejam arvores, animais,
micro-organismos ou mesmo genes oriundos de seres vivos, passaram a ser
vistos como tesouros de valor ainda desconhecido, que podem dar origem a
novos medicamentos, produtos industriais, alimentos e outros usos cuja
descoberta depende de muita pesquisa cientifica sobre o pouco que restou dos
ecossistemas naturais (DURIGAN, et al., 2011).

Os micro-organismos representam as formas de vida mais abundante e
diversificada do planeta, sua diversidade funcional e estrutural possui certa
relevancia, pois estdo associados em mais de 80% das reacdes que ocorrem
no solo. As comunidades microbianas desempenham um papel significativo
para a manutencdo e equilibrio ecolégico dos ecossistemas, uma vez que
estdo envolvidas em importantes processos do solo (ZELLER et al., 2001;
NANNIPIERI, 2003; KASANA, 2008)

Dentre os micro-organismos presentes no solo com potencial para
aplicacdes biotecnolégicas sdo os fungos que vém despertando interesse,
devido a grande diversidade de enzimas que secretam no ambiente, sendo
responsaveis pela deterioracdo de varios materiais naturais. Esses
micro-organismos desempenham um importante papel na natureza por sua
capacidade de ciclagem de nutrientes, decompondo residuos lignoceluldsicos.
O seu cultivo em substratos lignocelulésicos, que entre estes, inclui os residuos

agroindustrias tais como palha de milho, arroz, trigo e bagaco de



14

cana-de-agucar, possibilita fornecer elementos a nutricdo fungica, semelhante
ao que ocorre em habitats naturais e, além disso, vem sendo utilizados como
substratos e/ou fontes de carbono para induzirem a producdo de diversas
enzimas como celulases, amilases, proteases e xilanases (BENNET, 1998;
SAHA, 2003; ALEXANDRINO et al., 2007).

As xilanases sao responsaveis por hidrolisar a cadeia de xilana, principal
hemicelulose da parede celular dos vegetais. Estas enzimas xilanoliticas
apresentam aplicacdes na conversao de materiais lignocelulésicos em produtos
quimicos e combustiveis, nas industrias de alimentos, téxteis e de racdo
animal, no branqueamento da celulose e do papel, entre outras (POLIZELI et
al., 2005).

As celulases sdo uma classe de enzimas que catalisam a reacdo de
hidrélise da celulose em glicose e outros aglcares. E dividida em trés enzimas
principais: endoglucanase, exoglucanases e [-glicosidase (KUMAR; SINGH;
SINGH, 2008). A habilidade em decompor a biomassa celulésica em glicose, a
qual podera ser convertida em produtos de valor agregado e energia, tem
tornado as celulases um dos sistemas enziméticos multicomponentes mais
investigados (ADSUL et al., 2005; CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). Além
desta aplicacdo especifica, as celulases sdo amplamente utilizadas no
descoramento e amaciamento de tecidos, formulacdes de detergentes
domésticos e industriais, na producdo de sucos, preparacdo de alimentos
infantis, produtos dermatolégicos e racdes animais (SUKIMARAN; REETA;
PANDEY, 2005; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006, KUHAD; GUPTA, SINGH,
2011).

O uso de residuos agroindustriais nos processos fermentativos, além de
ser economicamente viavel, pode ajudar a resolver os problemas ambientais
decorrentes do seu acumulo na natureza (DASHTBAN; SCHARAFT;
WENSHENG, 2009; ALVIRA et al., 2010, STROPARO et al.,, 2012). Os
residuos agroindustriais tém sido utilizados, tanto em fermentacdo do estado
sélido como no submerso, e tem sido empregado no cultivo de bactérias ou

fungos, tais como, Aspergillus niger e  Aspergillus  Flavus
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(GUIMARAES et al., 2013), Ceriporiopsis subvermispora (CHMELOVA e
ONDREJOVIC, 2012), Bacillus sp (CARVALHO et al., 2008; CORDEIRO e
MARTINS, 2009; KAMBLE E JADHAV, 2012), Aspergillus foetidus MTCC 4898
(SHAH e MADAMWAR, 2005; CHAPLA, et al., 2010).

O conhecimento do conjunto de enzimas que um micro-organismo
produz em um determinado substrato, permite avaliar o potencial do preparado
enzimatico obtido. A presenca de um conjunto especifico de enzimas pode ser
desejavel em alguns processos industriais. Além disso, a caracterizacdo das
enzimas é um passo importante para que se conhecam suas propriedades de
atividade 6tima de atuacdo e de estabilidade em diferentes valores de pH e
temperatura. O conhecimento dessas propriedades permite avaliar o seu
potencial de aplicacdo em diferentes processos (ALKORTA et al.,, 1998;
KASHYAP et al., 2001).

As pesquisas sobre produgdo de enzimas por micro-organismos
termofilicos, assim como a diversidade de substratos alternativos tém crescido
significativamente nos ultimos anos (I-SON et al., 2010; MAIJALA et al., 2012;
MORETTI et al., 2012; CHEN-YU et al., 2013).

Os micro-organismos que vivem em condigbes extremas séo,
usualmente, uma rica fonte para obtencdo de bioprodutos com propriedades
diferenciadas, em particular, enzimas. Devido as suas propriedades Unicas,
esses bioprodutos podem ser empregados em condigcdes ambientais drasticas,
que com freqiéncia ocorrem na pratica industrial. Em geral, hA uma alta
correlacdo entre a termofilia do organismo e a termoestabilidade de suas
proteinas (intra e extracelulares). Enzimas de termdfilos sdo usualmente
moléculas mais termoestaveis e ndo perdem a sua conformacdo original e a
sua atividade em elevadas temperaturas. Como Varios processos industriais
requerem enzimas funcionais em temperaturas superiores a 70 °C, ha um
grande interesse comercial na busca desses catalisadores bioldgicos (VIEILLE
e ZEIKUS, 2001; BRUINS et al., 2001).

Este trabalho aborda o isolamento em areas de cerrado do Mato Grosso

do Sul e selecdo de linhagens fungicas, produtoras de celulases e xilanases,
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através da utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato, sob
fermentacdo em estado sélido.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parede Celular Vegetal

A parede celular vegetal melhor do que qualquer caracteristica diferencia
as células animais das células vegetais. Sendo esta responsavel ndo so6 pela
forma e rigidez da célula, mas também limita o tamanho do protoplasto,
impedindo a ruptura da membrana plamatica pela entrada de agua no interior
da célula, além de desempenhar um papel ativo na defesa contra bactérias e
fungos patogénicos (RAVEN et al., 2001).

Morfologicamente, a parede celular vegetal varia de espessura,
dependendo do papel que determinadas células desempenham na estrutura da
planta. As camadas da parede celular formada primeiro constituem a parede
primaria. A parede priméaria € depositada antes e durante o crescimento da
célula vegetal. As regides de unido das paredes primarias de células
adjacentes constituem a lamela mediana. Muitas células subsequentemente
depositam camadas celulares adicionais, formando a parede secundaria.
Quando presente a parede secundaria é depositada pelo protoplasto da célula
sobre a superficie mais interna da parede primaria. A formacdo da parede
secundaria ocorre principalmente apés a célula ter cessado seu crescimento e
a parede primaria ndo aumentar mais em superficie (RAVEN et al., 2001).

Quimicamente, a parede celular € uma matriz complexa composta de
polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos, agua e minerais. Dos
polissacarideos, destacam-se a celulose, hemicelulose, lignina e a pectina.
Existem fortes evidéncias de que os polissacarideos isolados apresentam
relativa facilidade de degradacdo pelos micro-organismos do ramen ou por
enzimas isoladas. Entretanto, a degradacdo destes polissacarideos quando

presente na forma natural, compondo a parede celular, é raramente
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completada e varia conforme o tecido examinado, a espécie e a idade da
planta. As interacbes dos componentes da parede, particularmente entre os
polifendis e os carboidratos, exercem as maiores restricbes a degradacéo da
parede celular (JUNG, 1992).

2.1.1 Biomassa lignocelulésica

As propriedades quimicas dos componentes da lignocelulose tem
despertado um crescente interesse que vao além da demanda por aplicacbes
tradicionais como fabricacdo de papel, compostagem, alimentacdo animal,
entre outras e novas aplicacdes tais, como por exemplo, combustivel de etanol,
acetona e butanol, fazem deste substrato um composto de enorme valor
biotecnolégico, o que tem incentivado seu uso como fontes promissoras na
produgdo de enzimas (MALHERBE e CLOETE, 2003). Os trés principais

componentes das fibras vegetais sao celulose, hemicelulose e lignina (Fig. 1).

Figura 1 — Arranjo tipico da parede celular vegetal, com a disposicéo das fibras
de celulose, hemicelulose e lignina.

\!iemj@islvlg,ss
Fonte: PETERS, 2014
As madeiras apresentam altos teores de celulose (30-75%) e residuos

agricolas baixos teores (30-45%). Por outro lado, a porcentagem de

hemicelulose varia (10-40%) dependendo do tipo de material. O teor de lignina,
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em geral, € maior em madeira do que em residuos agricolas. Desta forma, as
madeiras sdo mais dificeis de serem biodegradadas, devido a natureza
recalcitrante inerente a lignina, o que dificulta o ataque de micro-organismos e
enzimas (TAVARES et al., 1997).

2.1.2 Celulose

A celulose € o principal componente estrutural da parede celular que
proporciona resisténcia mecanica e estabilidade quimica para plantas. E um
homopolissacarideo formado por unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas B-1,4. O dissacarideo formado recebe o nome de celobiose (Fig. 2)
e € considerada a unidade béasica da celulose (ZHANG; HIMMEL; MIELENZ
2006; CHAMPAGNE; LI 2009; SINGH et al., 2014).

Figura 2 — Representagao da estrutura de celulose com unidades de glicose e

celobiose.
OH OH OH - OH
HO/\ i ii HO 0"\ i ;j HO o~
) O A *
HO OH ~ EOH‘ HO OH OH
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Fonte: PETERS, 2014

As moléculas de celulose ligam-se umas as outras por pontes de
hidrogénio intra e intermoleculares, formando fibrilas (Fig. 3). Varias fibrilas de
celulose sdo agregadas umas as outras formando as microfibrilas. Estas
microfibrilas séo constituidas por regides cristalinas rigorosamente ordenadas e
por regides amorfas menos ordenadas (SANCHEZ, 2009). Essas propriedades
estruturais resultam em uma elevada resisténcia a hidrolise acida ou
enzimatica. Anualmente, as plantas produzem aproximadamente 180 bilhdes
de toneladas de celulose, sendo o maior reservatorio de carbono organico no
planeta (BUSELLI et al., 2007; BON et al., 2008a).
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Figura 3 — Estrutura representativa das cadeias de celulose.

Fonte: YEOMAN et al. (2010)

Lynch et al (1981), citado RUEGGER e TORNISIELO (2004), afirma que
a degradacdo microbiana da celulose é total e especifica e tem estimulado o
uso dos processos de fermentacfes celuloliticas pelo homem. Na natureza,
esses processos representam a maior fonte de carbono para o solo.

A hidrolise da celulose por celulases resulta na producéo final de glicose.
Estas, porém, por serem proteinas, ndo conseguem penetrar com facilidade a
barreira da lignina das células vegetais e, dessa forma, o dificil acesso destas
enzimas as fibras de celulose constitui o principal problema para
desencadeamento desse processo de degradacdo (THIEMANN et al., 1980
citado por RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004). Na natureza, existe uma
grande variedade de micro-organismos que produzem celulases; apenas
alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo capazes de
degradar a celulose natural (ROBSON e CHAMBLISS, 1989 citado por
RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004).
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2.1.3 Hemicelulose

O termo hemicelulose foi primeiramente introduzido por Schulze em
1891, apoOs obter uma fracdo isolada, em material vegetal submetido a
tratamento quimico alcalino. As hemiceluloses s&o heteropolimeros de xilose,
galactose, manose, arabinose e varios outros agucares, bem como seus acidos
urénicos. Eles sdo nomeados de acordo com o principal residuo de acucar da
cadeia polimérica. A xilana é o principal polissacarideo da hemicelulose e é
formada por unidades de D-xilose ligadas entre si por ligacfes xilopiranosidicas
B—1,4 na cadeia principal. A essa cadeia podem se ligar diferentes carboidratos
tais como &cidos urdnicos e seus derivados, grupos acetil, unidades de
4-O-metil-a-D-glucuronopiranosideo e a-L-arabinose entre outros, formando as
cadeias laterais.

A xilana esta presente na madeira numa proporcéo que varia de 7 a 30%
de todo o material da parede celular da planta, seja ela folhosa ou conifera. As
xilanas desempenham um papel importante na contextura da madeira,
interagem covalentemente com a pectina, estdo intimamente associadas a
lignina e estdo ligadas por pontes de hidrogénio e forcas de van der Waals a
cadeia de celulose (KULKARNI et al., 1999; BEG et al., 2001; POLIZELI et al.,
2005; PAES et al., 2012).

Devido a diversidade dos seus acucares, hemiceluloses requerem uma
grande gama de enzimas para serem completamente hidrolisadas em
mondmeros livres (LIMAYEM e RICKE, 2012). Na degradacao da xilana, por
exemplo, B-1,4 endoxilanase, B-xilosidase, a-glucuronidase,
a-L-arabinofuranosidase e acetilxilana esterase, sdo enzimas que atuam sobre

os diferentes heteropolimeros disponiveis na natureza (KUMAR et al., 2008).

2.1.4 Lignina
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A lignina é o segundo biopolimero mais abundante, superado apenas
pela celulose. E um componente fundamental da madeira, representando cerca
de 15 a 35% de seu peso seco, ela € responsavel, em grande parte, pela
dificuldade inerente a hidrolise da celulose. Sua rigidez e hidrofobicidade séo
importantes para o0 suporte mecanico. Caracteristica que provavelmente
permitiu a melhor adaptacdo das plantas. Esta macromolécula possui natureza
polifendlica e € produto da desidratacdo de trés alcoois monomeéricos,
trans-P-cumaril, trans-coniferil e trans-sinopil. A complexidade deste polimero
na célula lhe confere alta eficiéncia na conducéao de 4gua da base até o topo do
vegetal e também na defesa ao ataque de patdgenos. As ligninas de madeiras
macias, madeira duras e gramineas sao diferentes em composicao,
principalmente no grupo metoxil substituinte e no grau de ligacdo entre os
grupos fendlicos. A distribuicdo do conteddo de lignina é diferente para cada
regido da célula. E encontrada em concentragdes maiores na lamela média,
atuando como um cimento entre as fibras da madeira, e também esta presente
na parede celular, principalmente na parede celular secundaria, formando junto
com a hemicelulose uma matriz amorfa, onde as microfibrilas de celulose estdo
embebidas e protegidas contra a degradacdo (RAVEN et al., 2001; MARTINEZ
et al., 2005).

2.2 Enzimas

2.2.1 Mecanismo de ac¢do das enzimas do complexo celulolitico

Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar
sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise (Fig. 4). Estas enzimas
sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a
liberacdo de acuUcares, dos quais glicose € 0 que desperta maior interesse

industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em etanol (LYND et al.,
2002; CASTRO e PEREIRA, 2010).
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As enzimas do complexo celulolitico séo hidrolases que clivam as
ligagdes B-1,4 da celulose e sua classificacdo esta de acordo com o seu local
de atuacdo no substrato celulésico, sendo assim classificada em trés grandes
grupos (Fig. 4): as exoglucanases ou celobiohidrolases, as endoglucanases ou
celodextrinases, e as celobiases ou B-glicosidases, essas Ultimas ndo sédo
consideradas como celulases legitimas, mas desempenham um importante
papel na hidrélise da celulose (MARTINS et al.,, 2008; CASTRO e PEREIRA,
2010; OGEDA e PETRI, 2010).

Figura 4 - Estrutura Molecular de celulose e os sitios de acédo da
endoglucanase, celobiohidrolase e B-glicosidase.

endoglucanase
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Fonte: KUMAR et al. (2008)

As endoglucanases (1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolase; EC 3.2.1.4)
sdo enzimas do complexo celulolitico responséavel por iniciar a hidrolise. Tais
enzimas hidrolisam randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da
fibra celulésica, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizagéo
e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor, quando a glicose
possui uma hidroxila heterosidica livre e um n&o redutor, quando a hidroxila
heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacdo com a glicose
adjacente (LYND et al., 2002).

As celobiohidrolases (1,4-B-D-glicana celobiohidrolase; EC 3.2.1.91), sé&o
exocelulases, que atuam como exoenzimas que agem no final das cadeias e
libera celobiose como principal produto. As B-glicosidases (B-D-glicosideo

glicohidrolase; EC 3.2.1.21) clivam celobiose em glicose. Ao contrario das



23

exoglicosidases, a taxa de hidrolise das celobiases aumenta proporcionalmente
a diminuicdo do tamanho do substrato. As [-glicosidases e as
exoglicohidrolases tém em comum os substratos de cadeias de glicose de 2 até
6 unidades. Elas podem ser distinguidas baseadas na suas atividades relativas
sobre os dois substratos celobiose e celohexose. As (B-glicosidases hidrolisam
muito mais rapidamente a celobiose do que as celobiohexoses, enquanto o
oposto ocorre com as exoglicohidrolases (WHITAKER, 1994).

A acao sinérgica dos componentes individuais do sistema de celulases,
especialmente endo e exoglicanases sobre a celulose insoluvel tem sido
relatada por diversos trabalhos (BEGUIN e AUBERT, 1994; BHAT e BHAT,
1997; MANSFIELD e MEDER, 2003; WANG et al., 2013). Endoglucanases e
celobiohidrolases podem causar disperséo da celulose, seja por acao hidrolitica
ou mecéanica. A acdo de dois ou mais componentes celuloliticos individuais é
maior do que a soma de cada acao individual. Apesar de varias décadas de
investigacdo, o mecanismo molecular desta acdo sinérgica, continua por
resolver, a exemplo temos a cooperacao entre as celobiohidrolases. Ainda nao
se sabe como essas enzimas solUveis conseguem agir sob seu substrato
insolavel. No entanto, uma compreensao da sinergia entre enzimas celuloliticas
€ essencial para a sua utilizacao eficiente em escala industrial (WANG et al.,
2013).

2.2.2 Mecanismo de acao das enzimas do complexo xilanolitico

As xilanases sédo enzimas que degradam as xilanas por mecanismo de
acado exo e endo. No entanto, a degradacao total da xilana inclui as enzimas
que degradam o esqueleto, formado pelos residuos de D-xilose e, aqueles que
atuam nos residuos substituintes das ramificacbes do esqueleto. O complexo
xilanolitico pode ser clivado pela acdo de diferentes enzimas que atuam na
xilana, componentes do sistema que tém sido mais amplamente estudados sédo
as endoxilanases e as B-xilosidases (WONG et al.,, 1988; POLIZELI et al.,
2005) como ilustrado na figura 5. Assim, tém-se que as endo-B-1,4-xilanases



24

(1,4-B-D-xilana xilanohidrolase; EC 3.2.1.8) clivam as ligacdes glicosidicas
B-1,4 internas das moléculas de xilana, liberando xilooligossacarideos e
consequentemente reduzindo o grau de polimerizacédo do substrato (WONG et
al., 1988).

Figura 5 - Estrutura da xilana, mostrando os diferentes grupos substituintes e o
ponto de clivagem das xilanases microbianas.
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Fonte: CHAVEZ et al (2006)

De acordo com Wong et al. (1988), as endoxilanases podem ser de dois
tipos, de acordo com o produto final da reagdo. Assim, podem ser
endoxilanases nao desramificantes, as quais ndo conseguem hidrolisar o ponto
de ramificacdo 1,3-a-L-arabinofuranosil da arabinoxilana e as endoxilanases
desramificantes as quais conseguem clivar essa ligagéo liberando arabinose.

Em geral, as endoxilanases mostram o0 pico de atividade nas

temperaturas entre 40°C e 80°C, e pH entre 4,0 e 6,5, embora tenham sido
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encontradas condigbes Otimas de temperatura e pH, fora dessas faixas
(POLIZELI et al., 2005).

As [B-D-xilosidases (1,4-p-D-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.37) liberam
xilose a partir de xilooligossacarideos curtos e xilobiose. Normalmente, ndo sao
capazes de hidrolisar xilana, e seu melhor substrato é xilobiose, mas estas
enzimas sdo capazes de clivar substratos artificiais como p-nitrofenil e nitrofenil
B-D-xilopiranosideo (POLIZELI et al., 2005).

Um importante papel € atribuido a essas enzimas, pois as xilanases sao
inibidas por altas concentracdes de seus produtos e uma das funcbes das
B-D-xilosidases € diminuir esta inibicdo causada pela concentracdo de
xilooligossacarideos (ANDRADE et al.,, 2004; POLIZELI et al.,, 2005). As
B-D-xilosidases podem ser obtidas do intestino de humanos (SHIN et al., 2003),
intestino de insetos (MATTEOTTI, 2011) e a partir de micro-organismos. A
enzima tem sido produzida por bactérias (KIM et al., 2010; ZHOU et al., 2012)
como por fungos (WAKIYAMA et al., 2008; SOMERA et al.,, 2009). As
B-D-xilosidases apresentam uma massa molecular de 60 a 360 kDa sendo
geralmente glicoproteinas. A maioria dos pHs 6timo fica entre 4,0 e 5,0, e as
temperaturas Otimas podem variar entre 40°C a 80 °C, dependendo do
micro-organismo estudado, mas a maioria das B-D-xilosidases obtiveram
melhores resultados nos ensaios a 60 °C (POLIZELI et al., 2005).

A acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6) remove os grupos O-acetil na
posicédo do C2 e\ou C3 do residuo B-D-xilopiranosil da acetil xilano (WONG et
al., 1988).

As arabinases removem residuos de L-arabinose na posi¢édo do C2 e C3
de [B-D-xilopiranosil e podem apresentar dois modos de acéao:
exo-a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a qual degrada arabinanas
ramificadas e o p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo; e a endo-1,5-a-L-arabinase
(E.C. 3.2.1.99) que hidrolisa as arabinanas lineares (WONG et al., 1988).

A a-Glucuronidase (EC 3.2.1.-) hidrolisa as ligagbes a-1,2 dos residuos
de &cido glucurdnico e B-D-xilopiranosil, da cadeia de glicoranoxilana (WONG
et al., 1988).



26

A &cido ferulico esterase (EC 3.1.1.-) e a acido p-cumaroil esterase
(E.C.3.1.1) clivam as ligacOes ésteres da xilana, sendo que a primeira cliva
entre a arabinose e o acido ferldlico e a segunda entre a arabinose e o0
acido-p-cumarico (WONG et al., 1988).

2.3 Producéo de Enzimas

2.3.1 Micro-organismos mesofilos e termofilos celuloliticos

Os micro-organismos sdo as fontes favoritas para a producdo de
celulases (Tabela 1), devido a ampla diversidade bioguimica e facilidade de
manipulacdo genética (YEOMAN, 2010). Entre os micro-organismos os fungos
filamentosos apresentam diversas vantagens em funcdo do grande potencial
de secregédo desse grupo de enzimas (OGEL et al., 2001; GOMES et al., 2007).

Tabela 1 — Micro-organismos produtores de celulases.

Grupo Micro-organismo Grupo Micro-organismo
Bactérias Acetivibrio cellulolyticus Bactérias Cellvibrio gilvus
Bacteroides cellulosilyticus Cellvibrio vulgaris
Bacteroides succinogenes Clostridium thermocellum
Cellulomonas sp Pseudomonas fluorescens
Cellvibrio fulvus Ruminococcus albus
Actinomicetos | Streptomyces griseu Actinomicetos | Thermonospora curvata
Thermoactinomycete spp Thermonospora fusca
Fungos Agaricus bisporus Fungos Fusarium solani
Aspergillus fumigatus Humicola insolens
Aspergillus niger Macrophomina phaseolina
Aspergillus terreus Penicillium janthinellum
Botryodiplodia theobromae Talaromyces emersonii
Chaetomium thermophilum Trichoderma harzianum
Eupenicillium javenicum Trichoderma reesei

Fonte: COUGHLAN, 2013

O decaimento do material lignoceluldsico catalisado pelas enzimas

celuloliticas fungicas € de extrema importancia ao nosso ecossistema. Desta
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forma, ndo é surpreendente que estas celulases fungicas tém sido os principais
alvos de grande investigacdo por muitos anos. O principal interesse nessas
enzimas se da pelo fato dos fungos serem capazes de produzir celulases
extracelulares, que assim como as celulases bacterianas, agem sinergicamente
para hidrélise celulésica (ZHOU e INGRAM, 2000; GRAY e ZHAO, 2006;
KUMAR et al., 2008).

Muitos estudos foram realizados sobre a producdo de celulases por
fungos aerdbios Trichoderma viride (TIAN-QING et al., 2013.; IRSHAD et al.,
2013), Trichoderma reesei (MAURYA, et al., 2012; FANG e XIA, 2013),
Penicillium pinophilum (POL et al., 2012; VISSER et al., 2013). Também foram
identificados outros micro-organismos produtores de celulase ativa tais como
os fungos aerobios termofilicos Sporotrichum termophile (DIMAROGONA et al.,
2012) Thermoascus aurantiacus (MCCLENDON et al.,, 2012, BRIENZO;
MONTE; MILAGRES, 2012), e por bactérias mesofilicas e termofilicas a
exemplo temos Bacillus subtilis (RAWAT; TEWARI, 2012) Bacillus halodurans
(PRAKASH et al.,, 2012), Clostridium thermocellum (OLSON et al., 2010),
Streptomyces  viridobrunneus (DaVinha et al., 2011). Dentre estes
micro-organismos, os termofilicos celuloliticos sdo os mais interessantes, pois
as celulases séo geralmente estaveis sob uma variedade de condi¢cbes severas
incluindo pH altamente &cido e alcalino. Também conseguem desenvolver-se
em uma variedade de substratos com menores riscos de contaminacdo por
outros micro-organismos (BHAT e BHAT, 1997; GOMES et al., 2007).

2.3.2 Micro-organismos mesofilos e terméfilos xilanolitico

As xilanases séo produzidas por uma variedade de micro-organismos,
tais como bactérias, leveduras e fungos. Entre as fontes microbianas, os
fungos filamentosos séo especialmente interessantes do ponto vista industrial
devido ao fato de secretarem xilanases no meio em niveis superiores aos
encontrados em leveduras e bactérias (HALTRICH et al., 1996; POLIZELI et
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al.,, 2005). Acredita-se que a habilidade de degradar a lignocelulose
eficientemente esteja associada a capacidade de crescimento micelial, que
permite que o fungo acesse regides internas do substrato (HAMMEL, 1997).

Importante ressaltar que um dos fatores basicos para uma eficiente
producgdo de xilanases por micro-organismos refere-se a escolha adequada do
substrato e a otimizagdo da composicdo do meio de cultivo, pois, a partir dai,
pode-se definir as caracteristicas da enzima, bem como controlar a formacao
de compostos indesejaveis (KULKARNI et al., 1999). Ainda tem-se que a
producdo de xilanases, por fungos filamentosos, é influenciada, por variaveis
como temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido e agitacdo dos meios, por
via de regra. Os fungos sintetizam enzimas mais ativas em pH baixo
(HALTRICH et al., 1996).

Na industria, os fungos sdo 0s mais utilizados nos processos de
fermentacdo em estado soélido, para a obtencdo do extrato enzimatico. Entre os
fungos xilanoliticos mesofilicos destacam-se 0s géneros: Aspergillus;
Trichoderma; ja as mais notaveis espécies entre os termofilos incluem:
Humicola insolens (YANG et al., 2014), Humicola lanuginosa (KAMRA e
SATYANARAYANA, 2004), Humicola grisea (MANDALARI et al., 2008),
Thermoascus aurantiacus (OLIVEIRA et al., 2010; BRIENZO; MONTE;
MILAGRES, 2012), Thermomyces lanuginosus (KUMAR et al.,, 2009),
Chaetomium thermophile (LATIF et al.,, 2006) Melanocarpus albomyces
(BISWAS et al., 2010), Paecilomyces thermophila (YANG et al.,, 2006). As
xilanases desses fungos possuem temperatura 6tima entre 60 °C e 80 °C e séo
muito estaveis nesses intervalos. Estas enzimas sdo geralmente glicoproteinas
e apresentam uma maior atividade em pH &cido na faixa entre 4,5-6,5 (BEG et
al.,, 2001; POLIZELI et al.,, 2005). Entre as bactérias tém-se: Bacillus
stearothermophilus (FAEZIZADEH e GHARIB, 2011), Cellulomonas fimi (CHEN
et al., 2012), Bacillus circulans (POKHREL et al., 2013), Bacillus licheniformis

(VAN et al., 2010) entre outras espécies de Bacillus sp.
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2.3.3 Fermentacdo em estado sélido e fermentacdo submersa

As duas principais estratégias para a producdo de enzimas microbianas
sdo os processos de fermentacdo em estado solido (FES) e fermentacao
submersa (FSm) (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

A FSm é a técnica majoritariamente utilizada nos paises ocidentais para
a producdo de enzimas devido a facilidade de crescimento dos
micro-organismos em condi¢des controladas de pH e temperatura, além de
tornar facil a recuperacdo das enzimas extracelulares. Este processo utiliza um
meio fermentativo liquido, onde as fontes de nutrientes utilizadas sédo sollaveis e
0 desenvolvimento do micro-organismo se da em presenca de agua livre. O
conteldo de agua nesse processo € superior a 95% (ORLANDELLI et al.,
2012). Essa técnica de fermentacdo € mais adequada para o0s
micro-organismos, tais como bactérias que requerem elevada umidade
(SUBRAMANIYAM e VIMALA, 2012).

Na FES, o meio de cultura é composto de substratos sélidos, atuando
como fonte de carbono e apresenta pouca agua livre, o que faz com que essa
condicdo de crescimento tente se aproximar do habitat natural. E um sistema
de cultivo alternativo para a producao de produtos de valor agregado a partir de
micro-organismos, especialmente enzimas (PARANTHAMAN et al., 2008).

Produtos ou subprodutos oriundos da agroindustria, na forma de
residuos ndo processados, sdo empregados na FES como substratos para
servirem de matriz sélida e fornecerem carbono para o crescimento do
micro-organismo, além de apresentarem um custo relativamente baixo. Esses
substratos sdo divididos em trés grupos: os que apresentam amido como fonte
de carbono principais sendo estes: arroz, batata, mandioca e milho, entre
outros; os que apresentam celulose ou lignocelulose como fonte de carbono
principal como as madeiras e as palhas e 0s que apresentam acucares
soltveis como fonte de carbono principal sendo eles forragens, polpas de frutas
e beterraba, entre outros (ORLANDELLI et al.,, 2012). Nessa técnica de
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fermentacdo, a degradacdo de substrato é muito lenta e ocorre
progressivamente, de modo que o mesmo substrato pode ser utilizado por
periodos longos de fermentacdo. Assim, esta técnica suporta a liberacéo
controlada de nutrientes. A FES é adequada para fungos filamentosos, pois
estes podem se desenvolver-se em ambientes que apresentam baixos niveis
de umidade relativa. Além disso, os fungos filamentosos apresentam hifas
areas propicias para a colonizacédo de substratos solidos (SUBRAMANIYAM e
VIMALA, 2012).

Comparado com fermentacdo submersa, o uso de FES apresenta
vantagens, como menor necessidade de energia, menor volume do reator e
alta produtividade, baixo investimento de capital, baixo desperdicio de agua,
maior concentracdo de metabdlitos obtidos e baixo custo de processamento
(PARANTHAMAN et al., 2008). Contudo FES também apresenta algumas
limitagbes, como a dificuldade de dissipacdo de calor gerado pelo metalismo
microbiano, transferéncia de oxigénio limitada dependendo da granulometria do
substrato, dificuldade no controle de temperatura e além dessas variaveis, ha
uma maior dificuldade de coleta de amostras representativas durante o
processo, devido a ndo homogeneidade da massa em fermentacdo (SANTOS
et al., 2006).

Andlise da literatura mostrou a potencialidade e aplicabilidade da
fermentacdo em estado sélido. Apesar das limitacdes, esse processo € viavel
ao crescimento fangico, semelhante as condigcdes mais proximas as do habitat
naturais.

Na producao de enzimas por fungos e bactérias, os efeitos da fonte de
carbono, além dos fatores fisico-quimicos, como pH e temperatura, sdo muito
importantes como fatores de regulacao da biossintese (ALl e HOSSAIN, 1991;
GHOSH et al., 1991; KILIKIAN, 1996; GONCALVES, 2006).
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2.4 Aplicacbes das Celulases e Hemicelulases

Atualmente, as enzimas sdao comumente utilizadas em muitas aplicacbes
industriais e a demanda por enzimas mais estaveis, altamente ativas e
especificas estdo crescendo rapidamente. Ha varias aplicacfes das celulases e
hemicelulases em processos biotecnoldgicos em diversas industrias como de
alimentos, papel e celulose, biocombustivel, téxtil, farmacéutica, etc. Para
essas industrias, a aplicacdo de tecnologia enzimética reduz custos
operacionais, aumenta a qualidade do produto, utilizando processos limpos que
contribuem para diminuir os impactos ambientais (MAYRINK, 2010).

As celulases podem ser utilizadas nas industrias alimenticias em
conjunto com as hemicelulases e pectinases, na extracdo e clarificacdo de
sucos de frutas e vegetais. Apos 0 prensamento, centrifugacéo e filtragcdo das
frutas, essas enzimas séo utilizadas para clarear o suco e aumentar a
liqguefacdo através da degradacdo da fase sélida que é gerada. O
processamento enzimatico aumenta o rendimento do suco, reduz o tempo de
processamento e melhora a qualidade do produto (BHAT, 2000). Também tem
sido utilizada no processo para obtencdo de racdo animal, pois as enzimas
glucanases, pectinases, proteases, amilases, fitases, galactosidases, lipases,
celulases e hemicelulases, especialmente, a xilanase, na racdo pode melhorar
a sua qualidade nutricional e favorecer a digestdo de ruminantes e
monogastricos (TWOMEY et al., 2003).

As xilanases atuam no arabinoxilano, um dos componentes da racéo,
reduzindo a viscosidade do material cru. O arabinoxilano encontrado na parede
celular dos grdos tém um efeito anti-nutriente. Quando esses componentes
estdo presentes na forma insolavel, eles podem alterar a viscosidade do
alimento ingerido, interferindo com a mobilidade e a absor¢do de outros
componentes. Se esta enzima é adicionada a racfes contendo milho e sorgo,
ambos alimentos de baixa viscosidade, ela pode aumentar a digestdo dos
nutrientes na parte inicial do trato digestivo, resultando em um melhor uso
energético (TWOMEY et al., 2003).
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Na industria téxtil, as celulases tém alcancado um sucesso mundial,
devido sua capacidade de modificar fibras celulésicas em um ambiente
controlado e de forma desejada, melhorando a qualidade dos tecidos (BHAT,
2000). Agem removendo fibras e “pilling” do tecido, além de oferecer
amaciamento da peca. Sua aplicagdo mais bem sucedida é na producédo da
aparéncia desbotada do jeans. O acréscimo de celulases também pode ser
realizado em produtos de lavagem de tecidos e sao indicadas por ajudar na
detergéncia e para limpar as superficies de fibra, melhorando a aparéncia do
tecido (CAVACO-PAULO, 1998).

As celulases e hemicelulase tém sido utilizadas na industria de papel e
celulose para diferentes finalidades. A utilizacdo de celulases na polpa de
celulose atua nas propriedades das fibras, permitindo seu desenxague,
aumentando a velocidade de fabricacdo do papel (BHAT, 2000). Na fabricag&o
de papel reciclado, a acdo enzimética promove a despigmentacdo da matriz
celulésica formando folhas de papel com o minimo de brilho exigido para
impressdo e escrita (PELACH et al., 2003). Quanto a utlizacdo da
hemicelulase, especificamente as xilanases, tem a funcdo de reduzir o
requerimento de produtos contendo cloro. A principal forgca motriz para
utilizacdo desta enzima, nesses setores, esta relacionada a questbes de
econbmia e meio ambiente, devido vantagens que a mesma apresenta no
processo de branqueamento (BEG et al., 2001).

As xilanases sdo capazes de degradar a porcdo de hemicelulose na
polpa seletivamente, sem afetar a celulose. A utilizacdo enzimas
lignoceluloliticas no processo da producdo do papel € chamada
branqueamento. No processo de producdo de papel, producdo de pasta
quimica é o primeiro passo, no qual as fibras sdo quebradas e a maior parte da
lignina é removida. O processo quimico mais utilizado em todo o mundo é
conhecido como branqueamento de polpa kraft (DAMIANO et al.,, 20083;
DUARTE et al., 2003; OAKLEY et al., 2003). Branqueamento de polpa kraft
geralmente requer grandes quantidades de produtos quimicos a base de cloro

e hidrossulfito de sodio, que causam varios problemas a base de efluentes das
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industrias de papel e celulose. A utilizacdo desses produtos quimicos gera
substancias organicas cloradas, alguns dos quais sdo toxicos, mutagénicos,
persistente e muito resistente a biodegradacdo (DHIMAN et al., 2008). O uso
das xilanases permite uma reducdo de 30% na quantidade de cloro usado
(DaSILVA et al., 1997).

Outra importante area € a de tratamento de residuos lignocelulésicos,
pois anualmente toneladas de residuos agroindustriais e florestais sdo geradas
na natureza, sendo essa biomassa formada de celulose, lignina e
hemicelulose. Porém hé& varios anos, as celulases e xilanases estdo sendo
utilizadas como uma alternativa para reciclar esses residuos. As xilanases,
juntamente com outras enzimas, como as manases, ligninases, e celulases sao
empregadas para a geracdo de biocombustiveis como o etanol (GALBE e
ZACCHI, 2002). O processo biolégico de producdo de etanol combustivel
requer a deslignificagdo da lignocelulose para liberar celulose e hemicelulose
complexada com a lignina. Em seguida, ha uma despolimerizacdo dos
polimeros de carboidrato para produzir aclUcares fermentesciveis aos
micro-organismos (BEG et al., 2001). Alguns micro-organismos foram
geneticamente modificados para produzir etanol a partir de biomassa
hemicelulésica, tais como as Saccharomyces, Escherichia coli e Zymomonas
(NIGAM e SINGH, 1995; SUN e CHENG, 2002).

Em func&o da aplicabilidade das enzimas na industria, muitos processos
podem ser desenvolvidos utilizando fungos e outros micro-organismos como
fontes de enzimas, que sdo capazes de degradar os componentes dos
residuos lignoceluldsicos, além de contribuir para a remocédo de poluentes

ambientais.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho propde isolar linhagens fangicas em areas de
Cerrado, com intuito de investigar a producdo de celulases e xilanases por
fungos filamentosos, através de fermentacdo em estado solido utilizando como

substratos residuos agroindustrias. Dessa forma objetivou-se:

a) Isolar linhagens fangicas produtoras de xilanases e celulases em areas de
Cerrado;

b) Selecionar as linhagens que apresentaram maiores atividades enzimaticas
com crescimento a 45 °C;

c) Estudar o perfil de producdo das enzimas por fermentacdo em estado solido
(FES), visando o aproveitamento de residuos agroindustriais;

d) Realizar caracterizacao fisico-quimica, relativa a pH e temperatura 6tima da

xilanase bruta das linhagens selecionadas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de Coleta

As coletas foram realizadas em éarea de Cerrado do estado do Mato
Grosso do Sul-MS, na Fazenda Séo José, propriedade particular, localizada no
municipio de Inocéncia-MS.

Na fazenda S&o José foram amostrados 16 pontos de coleta
devidamente georeferenciadas (Tabela 2), nas datas de 15 de agosto de 2012
e 2 de maio de 2013.

Na area de coleta eram evidentes dois tipos de vegetagdo
caracteristicos do cerrado: o estrato lenhoso composto de arvores, arbustos e o

estrato herbaceo formado por ervas e subarbustos (Fig. 6).
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Tabela 2 - Pontos de coleta geoferenciados em area de cerrado do Estado do
Mato Grosso do Sul.

Ponto de Coleta

Latitude

Longitude

P1 -20 01' 28,34798" -51 46' 35,70624"
P2 -20 01' 24,69803" -51 46' 34,74064"
P3 -20 01' 14,67515" -51 46' 16,45227"
P4 -20 01' 15,64074" -51 46' 17,39855"
PS5 -20 01' 10,61965" -51 46' 13,30443"
P6 -20 01' 23,40413" -51 46' 29,44918"
P7 -20 01' 28,57972" -51 46' 33,29225"
P8 -20 01' 39,45232" -51 46' 16,08534"
P9 -20 01' 36,34310" -51 46' 04,84582"
P10 -20 01' 32,59659" -51 46' 07,64604"
P11 -20 01' 18,86583" -51 46' 21,26094"
P12 -20 01' 01,46580" -51 46' 08,43783"
P13 -20 00' 51,80985" -51 46' 04,57545"
P14 -20 01' 34,54710" -51 46' 11,39255"
P15 -20 01' 38,69916" -51 46' 11,08356"
P16 -20 01' 42,04012" -51 46' 22,97969"

Fonte: Dados do préprio autor

Figura 6 — Vista das areas e pontos de coleta na Fazenda Sao Jose,

4.2 Isolamento de Micro-organismos

As amostras de solo coletadas em campo foram acondicionadas em

sacos plasticos e caixa de isopor para o transporte até o laboratério de

Microbiologia e Processos Biotecnolégicos da UNESP, Campus de llha
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Solteira, para os procedimentos de isolamento microbiano. Aproximadamente
1,0 g de amostra de solo, madeira em decomposicdo ou serapilheira foram
coletados em campo e transferidos diretamente para frascos contendo 4 mL de
meio nutriente esterelizado composto por; 0,2 % peptona; 0,14 % (NH4)2SOy;
0,20 % KoHPO,; 0,02 % MgS04.7H,0; 0,03 % uréia; 1,60 mg L™ MnSO4.H20;
1,40mg L™ ZnS0,.7H,0; 2,0 mg L™ CoCl,; 5 mg L™ FeS0,.7H,0, 2 tiras de
palha de milho (3,0 cm x 0,5 cm) como principal fonte de carbono.

Apoés incubacdo de 35 e a 45 °C por 24 horas, o material liquido foi
transferido por esgotamento em estria, com o0 auxilio de uma alca de
inoculacéo, para placas de Petri contendo o meio correspondente, com 1,0 %
de palha milho triturada, acrescido de 1,5% de agar. ApGs a esterilizacdo foi
adicionado uma solucdo com streptomicina e clorofenicol ao meio com o
objetivo de impedir o crescimento bacteriano.

As culturas puras foram estocadas no mesmo meio inclinado, contendo
0,5 % de xilana, os quais foram mantidas a 7 °C, para os testes de producéo.

Foi mantido estoque das culturas, também, em meio Saboraund inclinado.

4.3 Producédo Enziméatica e Perfil de Producéo

4.3.1 Fermentacao em estado sélido (FES)

A FES foi realizada com 66 linhagens em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 5,0 g de substrato, o qual foi umedecido com 10 mL de solucdo de
minerais (0,14% (NH4).SO4; 0,20% K;HPO,4 0,02% MgSO,4.7H,O e 0,03%
uréia para pH 5,0), visando um teor de umidade inicial em torno de 75%. Foi
utilizado como principal fonte de carbono o farelo de trigo obtido no comércio
local. ApoOs a esterilizagdo dos frascos, o material sélido foi umedecido com
solugdo salina e inoculado com a cultura microbiana. O inoculo fungico foi
preparado a partir do cultivo em placa de Petri contendo meio Agar Dextrose
Sabourand por 48 horas. Cinco discos (0,5 cm de diametro) do crescimento

foram utilizados como inoculo e transferidos para os frascos Erlenmeyer
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contendo o substrato. Foi utilizado um bastdo de vidro para homogenizar o
inoculo no substrato. Os frascos de Erlenmeyer foram incubados em estufa a
45 °C por 72 horas e o crescimento microbiano foi avaliado através da
visualizacédo do crescimento micelial tipico.

Ao final de cada fermentacdo, a solucdo enzimética bruta foi extraida
pela adicdo de 50 mL de agua estéril em cada frasco, com crescimento. Esse
meio foi suavemente homogeneizado usando um bastdo de vidro e, em
seguida, levado a agitacdo em shaker a 100 ciclos/minutos por 1 hora a
temperatura ambiente. A suspenséo foi filtrada utilizando gase, seguido por
centrifugacdo a 10.000 rcf, 5 °C durante 15 minutos. O sobrenadante liquido foi
utilizado como enzima bruta para a determinacdo das atividades enzimaticas

para xilanase, CMCase e avicelase.

4.3.2 Efeito da fonte de carbono

As linhagens que apresentaram as maiores atividades foram submetidas
ao ensaio em diferentes fontes de carbono. As fontes de carbono, analisadas
foram além do farelo de trigo (FT), sabugo de milho (SM), serragem (S) e
bagaco de cana-de-acucar (BC). Apdés o indéculo do micro-organismo, a
fermentacdo ocorreu a uma temperatura de 45 °C, por 72 horas. Apés
crescimento microbiano a solucdo enzimatica bruta foi obtida como descrito no
item 4.3.1.

4.4 Determinacdo de Atividade Enziméatica

As enzimas analisadas caracterizam como degradadoras de parede
celular de plantas: celulases (avicelase e CMCase) e a hemicelulase (xilanase).
Para as atividades CMCase, avicelase e xilanase foram utilizados no
meio reacional os substratos carboximetilcelulose (CMC) a 4%, avicel (Sigma)

a 1% e xilana (Sigma) a 1%, respectivamente. A mistura reacional foi
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constituida de 0,025 mL da enzima bruta em 0,225 mL do substrato especifico,
preparado em tamp&o acetato 100 MM e pH5,5. A mistura de reacdo foi
incubada a 55 °C por 10 minutos, posteriormente foi interrompida pela adi¢cao
de 0,250 mL do reagente DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) para a quantificacéo
dos acUcares redutores liberados, como proposto por MILLER (1959). Os
controles foram preparados com a enzima apés a adicdo do reagente DNS. As
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm. Uma unidade (IU) de
atividade de CMCase ou avicelase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para libertar 1 umol de glicose por minuto sob as condi¢des de
reacdo acima, utilizando uma curva analitica de glicose. Uma unidade (IU) de
atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para libertar 1 umol de xilose por minuto sob as condicGes de reacdo acima,

utilizando uma curva analitica de xilose.

4.5 Determinacgdes do Teor Proteina Total

A quantificagdo da proteina foi determinada pelo método de
Hartree-Lowry, usando soro albumina bovina como padrao (HARTREE, 1972).
A determinacdo da atividade especifica foi obtida pela divisdo da atividade
enzimatica (U/mL) pelo teor de proteina total (g/mL), apenas para enzima

xilanase.

4.6 Caracterizacao da Xilanase

Nesta etapa, diferentes linhagens foram selecionadas com base nas
maiores atividades obtidas, apds a etapa descrita no item 4.3.2, em variados
periodos de producdo e utilizando diversas fontes de carbono sob fermentacéo

em estado soélido.
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4.6.1 Efeito da temperatura na atividade enziméatica

O efeito da temperatura sobre a atividade da xilanase foi realizada, nas
mesmas condi¢cdes descritas no item 4.4, variando a temperatura de 30 °C a
75 °C. Os ensaios enzimaticos foram realizados em tampéo acetato de sodio
100 mM, pH 5,5. A densidade dtica foi determinada em leitor de Elisa a
540 nm.

4.6.2 Efeito do pH na atividade enziméatica

A determinacdo do pH 6timo da xilanase seguiu as mesmas condicfes
descritas no item 4.4, em diferentes valores de pHs, nas temperaturas 6timas
anteriormente encontradas no item 4.6.1, por 10 minutos. Os seguintes
tampbes (100 mM) foram utilizados: Mcllvaine (pH 3,0-8,0) e tampéao
glicina-NaOH (pH 8,0-11).

4.6.3 Estabilidade térmica da xilanase

Para determinar a estabilidade térmica da xilanase frente as diferentes
temperaturas, utilizou-se 500 pL de solucdo enzimatica bruta. A solucao foi
incubada, variando a temperatura de 30 °C a 75 °C por 60 minutos na auséncia
de substrato, em banho maria. Posteriormente, as amostras foram retiradas e
incubadas em gelo por 10 minutos. Foi determinada a atividade da xilanase,
nas mesmas condicdes anteriormente citadas item 4.4, utilizando as

temperaturas étimas anteriormente encontradas no item 4.6.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento das Linhagens Fungicas

Foram isolados 148 fungos filamentosos, com crescimento a 35°C e
45 °C a partir de amostras de serapilheira e solo (Tabela 3).

Tabela 3 — Isolados fungicos de areas de Cerrado do municipio de Inocéncia

(MS).
Fungos Filamentosos
Coleta 35 °C ‘ 45°C
12 46 40
A 36 26

Fonte: Dados do préprio autor

Desses fungos 66 linhagens com crescimento a 45°C foram
selecionadas, quanto ao potencial de enzimas celuloliticas e hemiceloliticas. As
linhagens foram cultivadas sob fermentacdo em estado sélido, utilizando farelo
de trigo como substrato, o qual tem sido um excelente meio para o crescimento
de fungos e para a producdo de enzimas lignoceluloliticas em funcdo do seu
elevado teor em nutrientes (HU et al., 2011; LEITE et al, 2008;
RODRIGUEZ et al., 2005; SILVA et al., 2002).

Nas tabelas 4 e 5 encontra-se o0s resultados para a producdo de
xilanase, avicelase e CMCase dos isolados, da primeira e da segunda coleta

respectivamente.
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Tabela 4 — Atividades xilanase, avicelase e CMCase de linhagens isoladas na
primeira coleta em areas de Cerrado, no municipio de Inocéncia-MS. Cultivo
sob fermentacdo em estado sélido, a 45 °C, apés 72 horas de fermentacao.

Linhagens

Atividade enzimatica (U/g)

Linhagens

Atividade enzimatica (U/g)

Xilanase CMCase Avicelase Xilanase CMCase Avicelase

1IP1A 3,70 1,20 0 11P8B 3,90 0 0

1IP1B1 48,3 3,00 4,40 11P9-Al 17,6 5,3 8,80
11P2-Al 17,1 0,90 6,50 11IP10-A2 15,6 53 7,70
11P2-A1.2 6,50 1,00 3,20 11P10B1 22,9 2,0 2,40
11P2-A3 2,80 2,90 1,20 1IP10B1.1 6,40 1,2 7,30
1IP2B1 159,0 2.90 2,90 1IP11-Al 3,90 8,0 4,10
1IP3-Al 2,90 5,70 0 1IP11-A3.1 5,60 8,2 2,10
1IP4-A1 15,3 0 0 11P11B1 3,90 0,21 4,00
1IP4-A2 190,0 1,10 3,50 11IP12-A1.1 4,80 1,2 2,80
11P4B1 1,70 0,70 0 11P12-A1.2 42,4 1,7 0

1IP5-A1 15,4 2,90 1,90 1IP13-A 2,20 2,2 0

1IP5B1.2 6,60 0,90 1,30 1IP13-Al1 1,40 0,9 0

1IP6B1 108,0 2,40 1,40 1IP13-A2 3,70 4,3 2,10
11P6B2 33,9 0,90 2,40 1IP13B 10,2 2,8 0

1IP7-A1 3,70 2,70 2,60 11P14-A2 4,50 5,6 7,30
1IP7-A1.2 10,2 5,10 5,90 11P14-A3 3,70 0 3,60
1IP7B1 98,3 2,70 1,80 1IP15-A3 33,2 0 3,20
1IP8-A1 118,6 5,90 0 11P15B1 2,70 1,3 1,70
11P8-A3 17,1 0 4,60 11P15B2 73,0 54 1,20
11P8B2 0 0,70 7,70 11P16-Al 113 2,3 3,00

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 5 — Atividades xilanase, avicelase e CMCase de linhagens isoladas na
segunda coleta em areas de Cerrado, no municipio de Inocéncia-MS. Cultivo
sob fermentacdo em estado soélido, a 45 °C, apds 72 horas de fermentacao.

Atividade enzimatica (U/g)

Atividade enzimatica (U/g)

Linhagens Xilanase  CMCase Avicelase Linhagens Xilanase = CMCase Avicelase
2IP1B1 54 1,1 0 21P9-A 3,2 1,3 0
21P2-Al 4,7 2,3 2 2IP10-A 1,8 3,8 0
21P2B1.2 2,7 1,7 2,5 2IP10-Al1 3 0 0
21P2B3 9,1 0 49 2IP11-Al1.1 2,6 0,9 1,6
2IP3B1 4.7 2,3 0 2IP11-A4 0 1,6 2,3
21P4-Al 4,2 2 0 2IP12-A 2,3 0,9 0
21P4-A2 4,3 0,7 3,1 2IP12B1 2,4 4,4 2,9
2IP5-A1 2,1 3,4 0 2IP13-A2.2 2,6 0,7 2
2I1P5B1 5,2 1,3 7,2 2I1P13B1 3,7 0 3,2
2IP6B2.1 5,6 2,1 3,1 2IP14B 2,5 3,3 0
2IP7-Al 4,2 2 0 2I1P15-Al1 3,7 2,9 1
2IP7B 5,7 0 0 21P15B2 4,2 4,6 2,4
21P8-A2 4.4 2,2 2,1 21P16-A2.1 4.8 0 2,2

Fonte: Dados do préprio autor
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Verifica-se que todas as diferentes linhagens fangicas em estudo,
diferiram quanto ao potencial de producéo e/ou niveis de enzimas produzidas.
De acordo com Underklofer, Barton e Rennert (1958), as quantidades
absolutas e relativas de cada enzima produzida podem variar
consideravelmente entre espécies e mesmo entre linhagens da mesma
espécie. As caracteristicas fisico-quimicas das enzimas produzidas também
podem diferir, visto que diferentes micro-organismos e linhagens se comportam
de maneira variada frente a uma mesma condi¢cdo de incubacdo, podendo
produzir enzimas com propriedades diversas.

As melhores atividades de xilanase foram obtidas pelas linhagens
1IP2B1, 1IP4-A2, 11P6B1, 1IP7B1, 1IP8-Al, 1IP15B2, 1IP16-Al. A atividade
CMCase foi maior para as linhagens 1IP11-A3.1, 1IP11-A1, 1IP8-Al, 1IP3-Al,
1IP14-A2, 1IP15B2. Para a atividade avicelase, os resultados n&o foram
superiores a 8,8 U/g (0,88 U/mL), sendo os isolados 1IP9-Al, 1IP8B2,
11P10-A2, 1IP10B1.1, 1IP14-A2, 2IP5B1 os que apresentaram as maiores
atividades.

As linhagens com as melhores atividades enziméticas foram
identificadas com base nas caracteristicas de crescimento exibidas em meio
Sabourand e morfolégicas através de microscépio Optico, sendo como
Penicillium sp a linhagem 1IP4-A2, como sendo Aspergillus sp as linhagens
1IP2B1, 1IP6B1, 1IP7B1, 1IP8-Al, 1IP15B2 e 1IP16-Al.

Anadlises comparativas dos isolados que obtiveram o maior valor de
atividade de xilanase e CMCase em estudo na primeira etapa do projeto com
diferentes espécies de fungos, mostram que valores mais elevados ao estudo,
foram encontrados por varios autores, utilizando o farelo de trigo como
substrato sob fermentacdo em estado solido. Embora valores menores para

atividade de xilanase, também foram encontrados (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparacéo de dados da literatura, sobre as productes de
xilanase, CMCase, obtidas por fungos cultivados em farelo de trigo sob
fermentacdo em estado sélido.

Fungo Xilanase (U/g) Referéncias
Thermomyces lanuginosus 2,335 Gaffney et al., 2009
Myceliophthora sp 128,9 Badhan et al., 2007
Aspergillus japonicus C03 155,50 Facchini et al., 2011
Penicillium sp 1IP4-A2 190,0 Presente estudo.
Trichoderma reesei SAF3 210,0 Kar et al., 2013
Aspergillus foetidus MTCC 4516 Chapla et al., 2010
4898
Humicola brevis var. 5372 Masui et al., 2012.
thermoidea
Humicola lanuginosa 5977 Kamra e Satyanarayana,
2004.
CMCase (U/g)
Aspergillus japonicus C03 19,38 Facchini et al., 2011
Myceliophthora sp 26,6 Badhan et al., 2007
Aspergillus fumigatus 10,26 Sherief et al., 2010
Aspergillus niger MTCC7956 135,4 Sukumaran et al., 2009
Aspergillus sp 1IP8-Al 5,90 Presente estudo

Fonte: Dados do préprio autor

Os resultados obtidos, para todas as linhagens, na primeira etapa do
projeto demonstraram que, dentre as linhagens isoladas, nao foram
encontrados fungos com potencial catalitico muito maior aos ja descritos nas
literaturas. No entanto, deve-se considerar que ha diferencas de metodologia
de fermentacdo tais como umidade, aeracdo, pH e temperatura. O perfil de
microbiano presente no local ainda n&o havia sido estudado. Tais dados foram
importantes para o levantamento da diversidade fungica associada ao Cerrado
no Mato Grosso do Sul. Assim, as atividades enzimaticas por esses isolados
foram importantes para uma prévia selecdo de fungos com potencial de

producéo enzimatica, levando em consideracdo as maiores atividades.

5.2 Efeito da Fonte de Carbono na Producéo Enzimatica

Os resultados apresentados na tabela 4 indicaram que as melhores

atividades para  xilanase foram apresentadas pelos fungos
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Penicillium sp 11P4-A2, Aspergillus sp 11P2B1, 1IP8-Al, 1IP16-Al, 1IP6B1,
1IP7B1 e 1IP15B2. E esses, foram selecionados para o cultivo em diferentes
fontes de carbono visando estabelecimento dos melhores substratos indutores.

Foram utilizados os substratos isoladamente ou em mistura com farelo
de trigo na proporcdo 1:1. A otimizacdo da fermentacdo com misturas de
substrato, € uma estratégia para melhorar a producdo da enzima (DAS e
GHOSH, 2009). Misturas de substratos naturais fornecem nutrientes
adequados e além de simular as condi¢cdes do habitat para o crescimento de
fungos filamentosos (Rao et al., 2007). Os substratos analisados foram farelo
de trigo (FT), serragem (S), sabugo de milho (SM) e bagaco de cana-de-acUcar
(BC), disponibilizados pela fazenda de ensino da UNESP ou adquiridos no
comercio local.

A figura 7 apresenta o perfil da influéncia da fonte de carbono na
producéo da xilanase para cada fungo. Foi possivel observar que os melhores
meios para producdo desta enzima foram: serragem  para
Penicillium sp 11P4-A2 (170 U/g ou 17 U/mL), Aspergillus sp 1IP2B1 (106,8 U/g
ou 10,68 U/mL), Aspergillus sp 1IP15B2 (96 U/g ou 9,60U/mL) e
Aspergillus sp 1IP8-Al (95,4 U/g ou 9,54 U/mL), sabugo de milho para os
fungos Aspergillus sp 1IP2B1 (115,6 U/g ou 11,56 U/mL), Aspergillus sp
1IP16-A1 (97,3 U/g ou 9,73 U/mL), Aspergillus sp 1IP6B1 (112,2 U/g ou
11,2 U/mL), Aspergillus sp 1IP7B1 (86,6 U/g ou 8,66 U/mL). A mistura de farelo
de trigo com bagaco de cana acucar demonstrou ser um bom substrato para
producdo de xilanase por Aspergillus sp 11P15B2 (95,8 U/g ou 9,58 U/mL).
Pode-se concluir que o farelo de trigo pareceu ndo ser o melhor substrato para

a producéao de xilanase para fungos analisados.
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Figura 7 — Efeito da fonte de carbono na producéo de xilanase pelos fungos:
Penicillium sp 1IP4-A2 e Aspergillus sp 11IP2B1, 1IP6B1, 1IP7B1, 1IP8A1,
11P15B2 e 11P16-A1l, sob fermentacdo em estado solido a 45 °C em 72 horas
de cultivo.
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A utilizacdo de residuos agroindustriais como fonte de carbono, para a
producdo de xilanase, foi relatada para véarios fungos (CHAPLA et al., 2010;
FACCHINI et al., 2011; MASUI et al.,, 2012; MORRETTI et al., 2012).
FACCHINI et al (2011) observou a maior producédo de xilanase (224.62 U/g) por
Aspergillus japonicus cultivado em farelo de soja. Myceliophthora thermophila
M.7.7 (1292.0 U/g) teve sua maior atividade de xilanase em cultivo em bagaco
de cana-de-aclucar (MORRETTI et al.,, 2012), e neste mesmo substrato
CHAPLA et al. (2010) verificou a maior atividade de xilanase por Aspergillus
foetidus MTCC 4898 (51,88 U/g) enquanto Humicola brevis var. thermoidea
teve sua melhor producdo em casca de amendoin (935.5 U/g) (MASUI et al.,
2012).

Alguns autores tem otimizados os meios de cultura para a FES
(YANG et al., 2006; MACIEL et al., 2008; BETINI et al., 2009, PAL e KHANUM,
2010. O fungo Aspergillus niger DFR-5 apresentou um pico de producéo de
(1545 U/g) de xilanase em meios contendo uma mistura de farelo de trigo e
soja em p6 em uma proporgdo de 7:3 (PAL e KHANUM, 2010). MACIEL et al.,
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2008 também observou uma alta producédo de xilanase ao cultivar A. niger LPB
326 (3099 U/g) em bagaco de cana-de-acucar misturado com farinha de soja
numa proporcao de 1.86:1.

YANG et al (2006), descobriram que o fungo Paecilomyces
themophila J18 apresentou um pico de producdo de xilanase de 18.580 U/g
qguando cultivado em palha de trigo enriquecido com extrato de levedura, como
fonte de nitrogénio. Enquanto BETINI et al. (2009) estudando a producdo de
xilanase, em misturas de substratos 1:1, com sabugo de milho com farelo de
trigo, obteve as seguintes atividades maximas para A. niger (794.7 U/g), A.
niveus (652.6 U/g) e A. ochraceus (752.6 U/Q).

A influéncia das fontes de carbono sobre a producdo de celulases
encontra-se ilustrada nas Figuras 8 e 9. A producdo de celulases pelas
linhagens em estudo, apresentou baixa atividade, quando cultivadas em farelo
de trigo, bagaco de cana-de-acucar e sabugo de milho. A inadequacédo dos
substratos lignocelulésicos para producao destas enzimas em fermentacao em
estado solido, pode ser devido as caracteristicas dos mesmos, sendo
improprias para os isolados, como o tamanho das particulas, a geometria e a
compacidade do substrato (KRISHNA, 2005). A menor producéo de celulases
pelos isolados também pode ser decorrente da utilizacdo de residuos sem
nenhum tipo de pré-tratamento, pois de acordo com Camassola e Dillon (2009)
0 pré-tratamento permite a diminuicdo da recalcitrancia dos materiais
lignocelulésicos, deixando que os seus componentes figuem mais acessiveis a
acao dos micro-organismos.

As maiores producdes de CMCase foram observadas respectivamente
por Aspergillus sp 1IP2B1 em serragem (19,2 U/g ou 1,92 U/mL) e por
Aspergillus sp 1IP16-A1 na mistura de farelo de trigo com bagaco de
cana-de-agucar 1:1 (13 U/g ou 1,30 U/mL).

Os resultados observados na Fig. 8 indicam que ndo houve producao de
CMCase pelos fungos Aspergillus sp 1IP6B1 e Aspergillus sp 1IP15B2, ao
serem cultivados em farelo trigo. O fungo Aspergillus sp 1IP15B2 também né&o

produziu CMCase, em cultivo com bagago de cana-de-acUcar, resultado
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semelhante ao obtido por Aspergillus sp 1IP16-Al, ao ser cultivado neste
mesmo substrato e em serragem. A mistura de farelo de trigo com serragem
nao indicou ser um bom substrato para producdo de CMCase por
Aspergillus sp 1IP7B1.

Dados descritos em literatura indicam baixos niveis de producdo de
CMCase (MEMBRILLO et al., 2008, BASSO et al., 2010), quando comparado a
maior atividade de CMCase obtida com a linhagem 1IP6B1 (10,5 U/g ou
1,03 U/mL) em cultivo com bagaco de cana-de-acucar. MEMBRILLO et
al. (2008) estudando o cultivo do fungo Pleurotus ostreatus IE8 em bagaco de
cana-de-acgucar obtiveram atividade CMCase de 0,18 U/g, enquanto a de
T. reesei QM 9414, em 15 dias de cultivo utilizando 0 mesmo substrato, atingiu
a producdo de 5,4 U/g, de atividade para CMCase (BASSO et al., 2010).
Entetanto, maiores producdes de CMCase foram observadas por CHANDRA et
al., (2010) e OBEROI et al., (2008), respectivamente estudando as espécies T.
reesei QM 9414 (94,13 U/g) em cultivo com farelo de trigo e por T. reesei RUT
C30 (25,2 U/g) na mistura de farelo de trigo com polpa citrica. DESWAL et al.
(2011) também observaram uma alta producdo de CMCase ao cultivar o fungo
Fomitopsis sp (71.526 U/g) em farelo de trigo.
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Figura 8 — Efeito da fonte de carbono na produgéo de CMCase pelos fungos:
Penicillium sp 1IP4-A2 e Aspergillus sp 1IP2B1, 11P6B1, 1IP7B1, 1IP8A1,
1IP15B2 e 1IP16-A1, sob fermentacdo em estado sélido a 45 °C em 72 horas de

cultivo.
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Poucos isolados demonstram ter potencial para producao avicelase, nos
substratos utilizados em estudo, destacando-se 0S fungos
Aspergillus sp 1IP15B2 (8,6 U/g ou 0,86 U/mL) na mistura de farelo de trigo
com bagaco de cana-de-acucar e o Aspergillus sp 1IP7B1 (7,6 Ul/g ou
0,76 U/mL) em serragem (Fig. 9).

Figura 9- Efeito da fonte de carbono na producéo de avicelase pelos fungos:
Penicillium sp 11P4-A2 e Aspergillus sp 1IP2B1, 1IP6B1, 1IP7B1, 1IP8AL,
1IP15B2 e 1IP16-A1, sob fermentacao em estado sélido a 45 °C em 72 horas de
cultivo.
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Dados descritos em literatura indicam baixos niveis de producdo de
avicelase (JATINDER et al., 2006), quando comparados as maiores atividades
de avicelase obtidas pelos fungos Aspergillus sp 1IP8-Al em farelo de trigo
(2,4 Ulg ou 0,24 U/mL), Aspergillus sp 1IP16-Al1 em bagaco de cana-de-agUcar
(2,1 U/g ou 0,21 U/mL) e Aspergillus sp 1IP7B1 em sabugo de milho (4,3 U/g
ou 0,43 U/mL) e 1IP7B1 em serragem (7,6 U/g ou 0,76 U/mL). JATINDER et al.
(2006) ao estudar avicelase por Melanocarpus sp. MTCC 3922 em diferentes
substratos obteve a atividade avicelase de 0,54 U/g, 0,20 U/g, 0,13 U/g e
0,07 U/g quando cultivado em farelo de trigo, bagaco de cana-de-aclcar,
sabugo de milho e serragem, respectivamente.

Os fungos Aspergillus sp 1IP2B1, Peniciliumsp  1IP4-A2,
Aspergillus sp 11P6B1, Aspergillus sp 1IP7B1, Aspergillus sp 1IP15B2,
Aspergillus sp 1IP16-Al nos diferentes tipos de substrato apresentaram uma
boa produtividade de enzimas, estimulando o estudo o perfil de producéo ao
longo tempo dos mesmos. Destacando-se a importancia de estudos futuros
para um melhor conhecimento sobre a biodiversidade e o uso de outros
residuos agroindustriais, para verificar um melhor potencial enzimatico de tais

fungos.

5.3 Perfil de Producao das Enzimas

Os fungos selecionados, foram analisados quanto a producdo das
enzimas xilanase, CMCase e avicelase ao longo do tempo de cultivo, nos
substratos que apresentaram maior potencial de producdo enzimatica no
ensaio anterior e em farelo trigo. Segundo Rao et al. (2008b) varios fatores
influenciam no metabolismo da fermentacao incluindo-se o pH, temperatura de
incubacéo, aeracao, agitacéo, fontes de carbono e nitrogénio, indculo inicial e o
tempo de incubacdo. Para que um processo biotecnolégico seja viavel
economicamente, este Ultimo fator deve ser estudado. Assim em intervalos de

24 horas foram retirados frascos Erlenmeyers com crescimento microbiano
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para obtencdo da solucdo enzimética e posterior determinagédo das atividades
enzimaticas e teor de proteina (Apéndice B).

Os fungos Aspergillus sp 1IP2B1 (Fig. 10), Aspergillus sp 1IP6B1
(Fig. 11a), Aspergillus sp 1IP7B1 (Fig. 11b) e Aspergillus sp IP16A1 (Fig.11c)
foram cultivados utilizando os substratos farelo de trigo e sabugo de milho.

Aspergillus sp 1IP2B1 (Fig. 10) se destacou quanto a producdo de
xilanase, alcancando atividade de 370 U/g (37,0 U m/l) em 96 horas de cultivo,
utilizando sabugo de milho como substrato. Chapla et. al., 2010 utilizou o
mesmo substrato para Aspergillus foetidus MTCC 4898, e obteve na producao
de xilanase, de 377,51 U/g em 96 horas de fermentacdo em estado sélido.
Pode-se observar também que o pico de atividade xilanase, foi no mesmo
tempo que o relatado por Chapla et al., (2010). O pico de atividade CMCase foi
em 72 horas de cultivo sendo de 12 U/g (1,2 U m/L) e para avicelase foi de
3,20 U/g de substrato. BADHAN et al., (2007) observou a producdo de CMCase
de 11,38 U/g pelo fungo termofilico Myceliophthora sp IMI 387099, em
presenca de sabugo de milho, sob fermentacédo sélida a 45 °C resultado este
préximo ao obtido com o fungo Aspergillus sp 1IP6B1.

Quando cultivado em farelo de trigo, o Aspergillus sp 1IP2B1 (Fig. 10)
obteve a méaxima atividade de xilanase, CMCase e avicelase de 60,5 U/g
(6,05 U m/l), em 96 horas de cultivo, de 9,4 U/g (0,94 U m/l), em 48 horas e de
13,1 U/g (1,31 U/mL), em 24 horas, respectivamente.

De forma geral, o farelo de trigo ndo foi um bom indutor para essas
enzimas, nessas condicbes de estudo. Leite et al. (2007) estudando a
producdo de enzimas celuloliticas pelo fungo Aureobasidium pulluans obteve
as maiores atividades CMCase e xilanase de 1,05 U/mL e 5,0 U/mL em 96
horas de cultivo sob fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de trigo
como fonte de carbono. De forma contraria a esses dados, SONI et al. (2010)
avaliaram a atividade de xilanase em FES usando o farelo de trigo e obtiveram
1722,0 U/g pelo fungo A. fumigatus. Estudando a produgcdo de CMCase por

Thermoascus aurantiacus IMI 216529, Kalogeris et al. (2003) obtiveram
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atividades de 433,0 U/g e 18 U/g de substrato quando cultivado em farelo de
trigo e sabugo de milho sob fermentagdo em estado solido.

Figura 10 - Perfil de producéo de xilanase, avicelase e CMCase (U/g de
substrato) do fungo Aspergillus sp 11IP2B1, cultivado sob fermentacédo em
estado sdlido, utilizando farelo de trigo e sabugo de milho como substrato, a

45 °C.
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Fonte: Dados do préprio autor

O fungo Aspergillus sp 1IP6B1 (Fig. 11a), apresentou as maximas
atividades de xilanase, CMCase e avicelase (27,1 U/g; 8,2U/g e 1,9 U/g)
respectivamente, em 48 horas, 48 horas e 72 horas de cultivo em sabugo de
milho. Para os fungos Aspergillus sp 1IP7B1(Fig. 11b) e
Aspergillus sp 11P16 A1 (Fig. 11c) observou-se um pico de produgdo de
xilanase de 30,2 U/g (3,02 U/mL) em 96 horas e 29,2 (2,92 U/mL) em 72 horas
de cultivo utilizando o sabugo de milho, respectivamente.

Quando cultivados em farelo de trigo, os fungos Aspergillus sp 1IP6B1,
Aspergillus sp 1IP7B1 e Aspergillus sp 1IP16-Al apresentaram perfil de
producdo de xilanase semelhantes, com maxima producdo em 24 horas e
decréscimo ao longo do periodo de fermentacédo. A atividade CMCase foi de
57U/g e 4,7U/g de substrato, por Aspergillus sp 1lIP7B1 e
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Aspergillus sp 1IP16-A1 em 48 horas de cultivo, em sabugo de milho. A
atividade avicelase foi baixa para esses isolados (Fig. 11b e 11c).

Dessa forma, as atividades enzimaticas apresentadas por
Aspergillus sp 1IP2B1  foi superior as apresentada pelos fungos
Aspergillus sp 1IP6B1, 1IP7B1 e 1IP16-Al nas mesmas condicfes de cultivo.
Somente a producédo de CMCase foi superior em substrato farelo de trigo pelo

fungo Aspergillus sp 1IP6B1.

Figura 11 - Perfil de producéo de xilanase, avicelase e CMCase (U/g de substrato)
dos fungos Aspergillus sp 1IP6B1, 1IP7B1 e 1IP16-Al, cultivados sob fermentacdo em
estado sdélido, utilizando farelo de trigo e sabugo de milho como substrato, a 45 °C.
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O fungo Penicillium sp 1IP4-A2 (Fig. 12) apresentou uma maior
producgéo de xilanase no substrato serragem onde a atividade foi de 138,0 U/g
(13,80 U/mL) em 72 horas de fermentacdo. JATINDER et al., 2006b
observaram uma menor produtividade de xilanase 3,02 U/g, por

S. thermophilum em presenca de serragem, sob fermentacao sélida a 45 °C.

Figura 12 — Perfil de producgéo de xilanase, avicelase e CMCase (U/g de
substrato) do fungo Penicillium sp 11P4-A2, cultivado sob fermentagédo em
estado sélido, utilizando farelo de trigo e serragem como substrato, a 45 °C.
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Fonte: Dados do préprio autor

A atividade méxima para CMCase foi 18,0 U/g (1,80 U/mL) em 48 horas
de cultivo em substrato farelo de trigo (Fig. 12). Esse ultimo dado de atividade
foi superior aos relatados para A. niger, ap6s 72 horas cultivo, na qual a
atividade CMCase foi 1,77 U/g e 1,2 U/g quando cultivados em farelo de trigo e
serragem, respectivamente, sob fermentacdo em estado sélido (MRUDULA e
MURUGAMMAL 2011). Pode se observar que Penicillium sp 1IP4-A2, assim
como os demais selecionados apresentaram baixas atividades para avicelase,
sendo atingido o valor 5,5 U/g (0,55 U m/l) em farelo de trigo a 72 horas de
fermentacdo. DaSILVA et al. (2005) observaram valores mais elevados quanto
comparados aos desse estudo, para o cultivo de Thermoascus aranticus em

farelo de trigo e sabugo de milho, encontrando os valores de atividade de
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avicelase de 1,50 U/mL e 0,86 U/mL, respectivamente em um periodo de
120 horas de fermentacdo em estado solido.

O fungo Aspergillus sp 1IP8-A1 (Fig. 13) também foi cultivado utilizando
farelo de trigo e serragem como fontes de carbono. A atividade xilanase foi
menor para esse isolado, apresentando um perfil de producdo semelhante as
demais fungos estudados, com maior atividade xilanase em 96 horas de cultivo
com a serragem (20,1 U/g) e maior atividade em 24 horas com o farelo de trigo
(16,3 U/g).

Figura 13 - Perfil de producéo de xilanase, avicelase e CMCase (U/g de
substrato) do fungo Aspergillus sp 1IP8-Al, cultivado sob fermentacdo em
estado sélido, utilizando farelo de trigo e serragem como substrato, a
45 °C.
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Fonte: Dados do préprio autor

O fungo Aspergillus sp 1IP15B2 apresentou maior atividade xilanase
quando cultivado em farelo em 24 horas de cultivo (13,8 U/g; Fig.14), quando
cultivado em bagaco de cana-de-acUcar a maior atividade foi obtida em
48 horas de cultivo (19,1 U/g; Fig. 13). As atividades CMCase e avicelase
foram maiores no tempo de 48 horas de cultivo em bagaco de cana-de-acucar,
sendo de 2,0U/g e 6,60 U/g de substrato, respectivamente (Fig. 14). A
atividade méaxima de xilanase produzida por Thermoascus aurantiacus quando

cultivado em reator usando bagaco de cana-de-acucar como fonte de carbono
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foi de 1597 U/g em 10 dias de cultivo & 45 °C (MILAGRES et al., 2004). A
producao de xilanase por Melanocarpus albomyces em cultivo sob fermentacao
em estado solido, utilizando farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar como
substrato foi de 756,0 U/g e 667,0 U/g de substrato, respectivamente (JAIN,
1995).

Figura 14 - Perfil de producéo de xilanase, avicelase e CMCase (U/g de
substrato) do fungo Aspergillus sp 1IP15B2, cultivado sob fermentacdo em
estado sdlido, utilizando farelo de trigo e bagaco de cana-de-acucar como

substrato, a 45 °C.
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Pode-se observar que o farelo de trigo produz as maiores atividades de
xilanase em 24 horas de cultivo. Em funcdo desse curto tempo de producéo
enzimatica, pode-se trabalhar, buscando as melhores condi¢ces de cultivo para
o cultivo com farelo de trigo e uma melhor atividade enzimética, utilizando os
fungos selecionados.

A diminuicdo na atividade enzimatica, principalmente para a atividade
xilanase, nesse estudo, pode estar relacionada a alteragdes no metabolismo do
fungo durante o crescimento continuo e juntamente com a limitacdo do teor de
nutrientes que poderiam resultar em morte celular e, posteriormente, a
desnaturacdo de enzimas e reducdo da atividade das enzimas (BON

et al.,, 2008). O aumento de atividade enzimética ao final das fermentacdes
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pode estar correlacionado a vérios fatores, por exemplo, temos a producéo de
novas enzimas ou a queda de atividade da enzima inibidora (TAVARES et al.,
2012)

5.4 Caracterizacado da Xilanase

A xilanase bruta produzida por Aspergillus sp 1IP2B1,
Penicillium sp 11P4-A2, Aspergillus sp 1IP8-Al, Aspergillus sp 1lIP15B2 e
Aspergillus sp 1IP16-Al foram caracterizadas quanto ao pH 6timo de agéo da
enzima e quanto a temperatura 6tima e de estabilidade. Por apresentar alta
atividade xilanase, em ambos os substratos cultivados as xilanases produzidas
pelos fungos Aspergillus sp 1IP2B1 e Penicillumsp 1IP4-A2, foram
caracterizadas, utilizando as duas solucfes enzimaticas, com maior atividade.
Para os fungos Aspergillus sp 1IP8-Al, Aspergillus sp 1IP15B2 e
Aspergillu sp 11IP16-A1l foi utilizada a solucédo enzimatica que apresentou maior
atividade enzimética. Os dados resultantes da caracterizacdo estdo dispostos

na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracterizagéo das xilanases produzidas pelas linhagens
selecionadas.

Linhagens Fonte de Tempo de pH Tempera- Estabilidade
Carbono fermentacdo Otimo tura 6tima térmica
(horas) (°C) (°C)
1IP2B1 Farelo de Trigo 24 55 65 55
11P2B1 Sabugo de 96 55 55 55 com 80%
Milho atividade
11P4-A2 Farelo de Trigo 24 55 60 50
1IP4-A2 Serragem 48 5,5 45 55
11P8-Al Farelo de Trigo 24 5,5 60 50
11P15B2 Bagaco cana- 48 5,0 55 60 com 50% de
de-aglcar atividade
11P16-Al Sabugo de 72 5,0 60 55 com 70% de
Milho atividade

Fonte: Dados do proprio autor

O pH 6timo da maioria das xilanases ficou em pH 5,5 e pH 5,0, o que é

caracteristico das enzimas de origem fungica. A estabilidade térmica ficou na
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média até 55 °C. A temperatura Otima apresentou variacdo significativa entre
os fungos e seu meio de cultivo. Para o fungo Penicillumsp 1IP4-A2 a
xilanase produzida em farelo de trigo apresenta uma acao a temperatura maior
(60 °C) que quando produzida em serragem (45 °C). A temperatura 6tima para
a xilanase produzida pelo fungo Aspergillus sp 11P2B1 em cultivo com farelo de
trigo (65 °C) foi maior que do cultivo em sabugo de milho (55 °C). Na literatura
encontram-se algumas espécies com temperatura 6Otima elevada em 75 °C
como A. fumigatus, Talaromyces thermophilus, Thermoascus aurantiacus e
estabilidade térmica em média a 55 °C, como observado no presente estudo
(Tabela 8).

Tabela 8 - Caracteristicas de algumas xilanases produzidas por fungo.

Micro-organismos pH 6timo Temperatura Estabilidade Referéncia
otima (°C) térmica (°C)
Aspergillus 5,5-6,5 50 -55 55 SANDRIM et al.,
caespitosus 2005
Aspergillus 4,0 70 45 ANG et al., 2013
fumigatus SK1
Aspergillus niger 55-6,0 65 55 BENETI et al,,
2009
Aspergillus niveus 50-5,5 55 - 65 55 BENETI et al,,
2009
Aspergillus 50 65 55 BENETI et al,,
ochraceus 2009
Aspergillus  sydowii 10,0 50 30 em 40 mantem NAIR et al., 2008
SBS 45 94,2% da
atividade.
Chaetomium 6,5 70 50 LAFIT et al., 2006
thermophile NIBGE
Penicillium citrinum 3,6 50 50com 65% da DUTTA et al,
atividade 2007
Penicillium 5,5 40 20-40 QUERIDO et al.,
expansum 2006
Penicillium sp 5,0 50 MURTHY and
NAIDU 2010
Talaromyces 7,0 75-80 75 MAALEJ et al,
thermophilus 2009
Thermoascus 5,0 75 70com 80% da  OLIVEIRA etal.,
aurantiacus CBMAI atividade 2010
756
Thermomyces 55-6,0 60 SHRIVASTAVA et
lanuginosus SS-8 al., 2011
Trichoderma reesei 5,0 50 - KAR et al., 2013;

SAF3

Fonte: Dados do préprio autor
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Quanto ao pH 6timo dos fungos em estudo foram obtidos valores de
pH 5,0 e pH5,5. Na literatura em geral esse € o pH 6timo da maioria das
xilanases estudadas. No entato h& micro-organismos como Talaromyces

thermophilus com pH 7,0 e Aspergillus sydowii SBS 45 com pH 10,0.
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6 CONCLUSOES

A area de Cerrado em estudo favoreceu o isolamento de diferentes
linhagens fangicas, permitindo até o momento a selecdo de sete fungos com
crescimento a 45 °C. Os fungos selecionados demostraram potencial para a
producao de xilanase.

Verificou-se que o potencial de producdo enzimética dos fungos foi
influenciado pela fonte de carbono. Observou-se também que os fungos
tiveram a maior inducao para a producao de xilanase, nos substratos utilizados.
O fungo Aspergillus sp 1IP2B1 apresentou maior atividade xilanase 370 U/g de
substrato, sob fermentacdo em estado sélido, utilizando sabugo de milho como
substrato. As atividades de CMCase e avicelase foram 12,2 U/g e 3,20 U/g de
substrato, nas mesmas condi¢des de cultivo.

As xilanases apresentaram pH 6timo em 5,5 e estabilidade térmica em
até 55 °C e a temperatura 6tima de 55 °C pelo fungo Aspergillus sp 1IP2B1
guando cultivado em sabugo de milho e de 65 °C em farelo de trigo. Assim,
houve diferengas com a mudanga do meio fermentativo.

Estes resultados indicam a viabilidade da incorporacdo de fontes de
carbono tais como farelo de trigo, serragem, bagaco de cana-de-acucar,
sabugo de milho, no meio, para a producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas e, estimulam a continuacdo de novos estudos com as
linhagens selecionadas, visando melhores condicbes de ensaio, como a
utilizacao de novos substratos e tempo de cultivo.

Para o fungo Aspergillus sp 1IP2B1 em estudos futuros, propde-se
avaliar o pontencial de hidrolise enzimatica, visando a producdo enzimética
atraves de sabugo de milho, buscando entender a influéncia de alguns fatores

no rendimento da fermentagéo, como temperatura e pH.
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APENDICE A

Tabela 9 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Penicillium sp 1IP4-A2 sob fermentacdo em estado sélido em diferentes
substratos a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enziméatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especifica
. . . 1 (Umg™)
Penicillium sp 1IP4-A2 xilanase avicelase CMCase (mg mL™)

Farelo de trigo 1,10 0 0,39 1,25 0,88

Bagaco d’e 11,45 0,07 0,50 0,86 13,31
cana-de-agucar

Serragem 17,00 0 0,81 4,39 3,87

Sabugo de milho 8,70 0 0,73 1,00 8,70
Farelo de trigo +

Bagaco de 2,44 0,08 0,86 2,46 0,99
cana-de-acgucar

Farelo de trigo + 0,51 0 0,32 1,78 0,29

Serragem

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 10 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 11IP2B1 sob fermentacdo em estado sélido em diferentes
substratos a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina A“Y'.
Especifica
: . . 1 (Umg™)
Aspergillus sp 11P2B1  xilanase avicelase CMCase (mg mL™)

Farelo de trigo 1,73 0,18 0,80 4,21 0,41

Bagaco de 8,86 0 0,99 1,04 8,52
cana-de-acucar

Serragem 10,68 0 1,92 4,12 2,59

Sabugo de milho 11,56 0,20 1,08 1,09 10,60
Farelo de trigo +

Bagaco de 1,64 0,10 0,91 0,86 1,91
cana-de-acUcar

Farelo de trigo + 0,81 0 0,81 2,94 0,27

Serragem

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 11 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP8-Al sob fermentacdo em estado sélido em diferentes
substratos a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\{'.
Especifica
. . . 1 (Umg™)
Aspergillus sp 1IP-8A1 xilanase avicelase CMCase (mg mL™)
Farelo de trigo 0,58 0,24 0,54 4,44 0,13
Bagago de 10,95 0,11 0,72 0,87 12,59
cana-de-agucar
Serragem 9,54 0 0,31 2,60 3,67
Sabugo de milho 6,63 0 0,74 1,46 4,54
Farelo de trigo + paga(;o 381 0 1,0 296 1,29
de cana-de-acUcar
Farelo de trigo + 0,81 0 0,42 2,83 0,29

serragem

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 12 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP16-Al sob fermentacdo em estado sélido em diferentes
substratos a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina Ativ.
Especifica
Aspergillus sp 1IP16A1  xilanase  avicelase =~ CMCase (mg mL™) (Umg™)
Farelo de trigo 1,42 0 0,09 3,10 0,46
Bagaco de 7,46 0,21 0 0,94 7,94
cana-de-agucar
Serragem 7,64 0,16 0 1,87 4,09
Sabugo de milho 9,73 0 0,69 1,01 9,63
Farelo de trigo + Bagaco 4,98 0 1,30 2,96 1,68
de cana-de-agUcar
Farelo de trigo + 1,25 0 0,08 2,40 0,52
serragem

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 13 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP6B1 sob fermentacdo em estado solido em diferentes
substratos a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especifica
. . . 1 (Umg™)
Aspergillus sp 1IP6B1  xilanase avicelase CMCase (mg mL™)

Farelo de trigo 0,73 0,10 0 8,33 0,09

Bagaco de 8,03 0 1,05 1,30 6,18
cana-de-agucar

Serragem 7,63 0 0,88 4,58 1,67

Sabugo de milho 11,22 0 0,86 1,48 7,58
Farelo de trigo +

Bagaco de 4,68 0,13 0,18 3,15 1,48
cana-de-acucar

Farelo de trigo + 0,63 0 0,27 4,27 0,16

Serragem

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 14 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 11IP7B1 sob fermentacdo em estado sélido em diferentes
substratos, a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especifica
_ _ . 1 (Umg™)

Aspergillus sp 1IP7B1  xilanase avicelase CMCase (mg mL™)

Farelo de trigo 0,76 0 0,34 2,42 0,31

Bagaco de 5,22 0 0,22 0,91 5,74

cana-de-agucar

Serragem 3,44 0,76 0,60 2,25 1,53

Sabugo de milho 8,66 0,43 0,92 1,02 8,49

Farelo de trigo + I?agago 1,54 0 0.32 275 0.56

de cana-de-acucar
Farelo de trigo + 1,10 0,40 0 2,21 0,50

Serragem

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 15 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP15B2 sob fermentacdo em estado solido em diferentes
substratos, a 45 °C, em 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especifica
- - - 1 Umg™
Aspergillus sp 1IP15B2 xilanase avicelase CMCase (mg mL™)
Farelo de trigo 0,80 0 0 3,95 0,20
Bagaco de 7,46 0,21 0 1,86 4,01
cana-de-acucar
Serragem 9,60 0,19 0,78 4,77 2,01
Sabugo de milho 7,27 0 0,50 1,49 4,88
Farelo de trigo + Bagago 9,58 0,86 0,53 3,79 2,53
de cana-de-acucar
Farelo de trigo + 1,22 0 1,13 4,73 0,26

Serragem

Fonte: Dados do préprio autor
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APENDICE B

Tabela 16 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Penicillium sp 11P4-A2, cultivado sob fermentacdo em estado sélido em Farelo
de trigo e Serragem a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimatica (U/mL) Proteina A“Y'.
especifica

-1

(horas) xilanase avicelase  CMCase (mg mL'l) (Umg™)
24 Farelo de trigo 2,39 0 0 4,33 0,55
Serragem 4,91 0,21 0,30 3,27 1,50
48 Farelo de trigo 5,95 0,11 1,80 4,40 1,35
Serragem 12,46 0 0,47 3,29 3,79
72 Farelo de trigo 3,08 0,55 0,55 2,92 1,05
Serragem 13,81 0 0,30 2,04 6,77
96 Farelo de trigo 2,95 0,19 0,51 3,10 0,95
Serragem 9,08 0 0,40 2,08 4,36

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 17 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP2B1, cultivado sob fermentacdo em estado sélido em Farelo
de trigo e Sabugo de milho a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimética (U/mL) Proteina At'\f'.
especmlca

(horas) xilanase avicelase = CMCase (mg mL™) (Umg™)
24 Farelo de trigo 1,58 1,31 0,94 3,15 0,50
Sabugo de Milho 17,9 0,11 1,01 4,08 4,39
48 Farelo de trigo 4,86 0 0 2,67 1,83
Sabugo de Milho 20,85 0,14 1,03 0,90 23,17
72 Farelo de trigo 3,59 0,24 0,62 2,00 1,79
Sabugo de Milho 26,00 0,32 1,22 0,89 29,21
96 Farelo de trigo 6,05 0,26 0,44 2,98 2,03
Sabugo de Milho 37,05 0,16 0,63 1,00 37,05

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 18 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP8-Al, cultivado sob fermentacéo em estado sélido em Farelo
de trigo e Serragem a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especn‘llca

(horas) xilanase  avicelase = CMCase (mg mL™) (Umg™)
24 Farelo de trigo 1,63 0,12 0,36 3,94 0,41
Serragem 0,92 0,19 0,21 2,65 0,35
48 Farelo de trigo 0,57 0,20 0,73 4 0,14
Serragem 1,47 0,12 0,28 5,75 0,25
72 Farelo de trigo 0,56 0 0,26 4,17 0,13
Serragem 1,44 0 0,33 3,79 0,38
96 Farelo de trigo 0,37 0,10 0,34 4,04 0,09
Serragem 2,01 0,10 0,19 6,19 0,32

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 19 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina para linhagem
1IP16-A1, cultivado sob fermentacdo em estado solido em Farelo de trigo e
Sabugo de milho a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimatica (U/mL) Proteina A“Y'.
especmlca

(horas) xilanase avicelase = CMCase (mg mL™) (Umg™)
24 Farelo de Trigo 2,11 0,08 0,57 4,73 0,45
Sabugo de Milho 1,66 0,12 0 0,67 2,48
48 Farelo de Trigo 0,78 0,17 0,39 2,31 0,34
Sabugo de Milho 1,87 0,16 0,47 0,64 2,92
72 Farelo de Trigo 0,55 0,16 0,38 5,35 0,10
Sabugo de Milho 2,92 0,08 0,47 1,02 2,86
96 Farelo de Trigo 0,46 0,08 0,25 5,06 0,09
Sabugo de Milho 2,67 0,08 0,47 1,48 1,80

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 20 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP6B1, cultivado sob fermentagdo em estado sélido em Farelo
de trigo e Sabugo de milho a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especn‘llca

(horas) xilanase avicelase = CMCase (mg mL™) (Umg™)
24 Farelo de trigo 1,78 0,26 0,12 2,88 0,62
Sabugo de milho 1,17 0 0,18 0,65 1,80
48 Farelo de trigo 0,51 0,07 0 1,61 0,32
Sabugo de milho 2,71 0,82 0,17 0,58 4,67
72 Farelo de trigo 0,39 0,32 0 2,28 0,17
Sabugo de milho 1,46 0,08 0,19 0,53 2,75
96 Farelo de trigo 0,48 0,23 0,07 1,66 0,29
Sabugo de milho 1,80 0,07 0,13 0,75 2,40

Fonte: Dados do préprio autor

Tabela 21 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP7B1, cultivado sob fermentacdo em estado sdélido em Farelo
de trigo e Sabugo de milho a 45 °C, ao longo do tempo de fermentacao.

Tempo Substrato Atividade enzimatica (U/mL) Proteina A“Y'.
especmlca

(horas) xilanase avicelase = CMCase (mg mL™) (Umg™)
24 Farelo de trigo 1,87 0,15 0,45 4,12 0,45
Sabugo de Milho 1,93 0 0,37 0,59 3,27
48 Farelo de trigo 0,65 0 0,49 2,81 0,23
Sabugo de Milho 2,62 0,08 0,57 0,69 3,80
72 Farelo de trigo 0,40 0 0,24 3,62 0,11
Sabugo de Milho 2,77 0,13 0,34 0,94 2,95
96 Farelo de trigo 0,24 0,45 0,24 2,29 0,10
Sabugo de Milho 3,02 0 0,38 1,69 1,79

Fonte: Dados do préprio autor
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Tabela 22 — Atividades xilanase, avicelase, CMCase e proteina pelo fungo
Aspergillus sp 1IP15B2, cultivado sob fermentacdo em estado solido em Farelo
de trigo e Bagaco de cana-de-acucar a 45 °C, ao longo do tempo de

fermentacao.
Tempo Substrato Atividade enziméatica (U/mL) Proteina At'\f'.
especifica
-1
(horas) Xilanase  Avicelase @ CMCase (mg mL'l) (Umg™)
24 Farelo de trigo 1,38 0,29 0,15 2,78 0,50
Bagaco de cana-de- 4 0,13 0 0,64 1,72
acucar
48 Farelo de trigo 0,41 0 0,23 1,75 0,23
Bagaco de cana-de- 1,01 0,66 0,20 0,68 2,81
acUcar
72 Farelo de trigo 0,26 0,37 0,18 1,92 0,13
Bagaco de cana-de- 1,21 0 0,17 0,70 1,73
acUcar
96 Farelo de trigo 0,29 0,23 0,10 1,16 0,25
Bagaco de cana-de- 4 5y 0,15 0,13 0,72 2,10

agucar

Fonte: Dados do préprio autor



