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0|70 =TSSR SRPPPURPRS 94

Figura 46: Curva de producdo enzimatica de xilanase (Ul/mL) por Pen 02 utilizando dois
INAULOreS (C. Maj. € C, IMAX)...cciiiiiieiieiieeiie ettt e e be e aneeenes 96
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LISTA DE ABREVIACOES

BDA — batata + dextrose + &gar

FES — Fermentacgdo no estado sélido

C. Cup — Casca de cupuagu

Sem. Cup — Semente de cupuacu

C. Maj. — Casca de maracuja

S. Maj. — Semente de maracuja

C. Max. — Casca de macaxeira

C. Uru. — Casca de urucum

C. Coc. — Casca de coco

C. Guar. — Casca de guarana

R.Pau Rosa — R. de Pau Rosa

B. Cana — Bagaco de cana de agucar
Bas. 1 — Basidiomiceto Bas 3 M 1.1.1
Bas. 2 — Basidiomiceto B05 1.1

Bas. 3 — BOlcontrole

Bas. 4 — B05 3.1

Bas. 5-B051.3

Pen. 1 — (Stsp C1-2/1-1a)

Pen. 2 — (Stsp C2-3/1-2C)

Pen.3— (PBRR22.2)

Pen. 4 — (Stsp R2 1.1)

Pen. 5 — (Ansp cg3 1.2¢)

Colle — Colletotrichum sp. (Mg F40 1.1a)
CMC — Carboximetilcelulose

CMCase — Carboximetilcelulase

FPase — Filter Paper Hydrolases

DNS — Acido 3,5- dinitrosalicilico
PCR — polymerase chain reaction

FS — Fermentacdo submersa

PT — Palha de trigo

IFSC — Instituto de fisica de Sao Carlos
KH, PO, — Fosfato de potassio monobaésico
(NH,).SO,4— Sulfato de amonio
MgSQ,.7H,0 — Sulfato de magnésio heptahidratado
Na;HPO,.2H,0 — Fosfato de sodio dibasico dihidratado

15



RESUMO

“AVALIACAO DA PRODUCAO DE CELULASES E XILANASE PELA DEGRADACAO DE
RESIDUOS AGRICOLAS REGIONAIS POR FUNGOS DA AMAZONIA”

A degradacdo da biomassa, rica em materiais lignocelulésicos, € um dos processos
mais investigados atualmente, visto o seu potencial para a producdo de biocombustiveis de
segunda geracdo com impacto positivo na reducdo da deposicdo desses residuos no meio
ambiente. Considerando que a degradacdo de materiais lignocelulésicos € um processo
muito complexo, uma das alternativas mais promissoras reside no uso de enzimas de
micro-organismos que tenham a capacidade de realiz-lo de forma sustentavel. Sendo
assim, este trabalho objetivou selecionar fungos provenientes de diferentes ambientes da
regido Amazonica com potencial para a producdo de celulases e xilanase. Cinco fungos
endofiticos do género Penicillium e cinco basidiomicetos foram cultivadas a 28 °C e 26 °C,
respectivamente, por 192 h em fermentacdo em estado solido utilizando 5 g de diferentes
substratos: casca e semente de cupuagu, casca e semente de maracuja, casca de macaxeira,
casca de urucum, casca de coco, casca de guarand, bagaco de cana de acucar e torta de pau
rosa. Apos 192 h, ensaios qualitativos mostraram bons resultados para a maioria dos
Penicilium spp. e alguns basidiomicetos. Nos ensaios quantitativos, os melhores resultados
foram para Penicillium sp. 02 em casca de maracuja com as atividades de 13,44 Ul/mL
para CMCase, 0,02 Ul/mL para B-glicosidase e 0,02 Ul/mL para FPase. Os melhores
resultados para xilanase foram observados em casca de urucum pelos Penicillium sp. 04
com 5,12 Ul/mL e Penicillium sp. 05 com 4,35 Ul/mL. Em fermentacdo submersa, 16
linhagens foram cultivadas por cinco dias usando farelo de trigo como indutor. A cada 24 h
aliquotas foram avaliadas. As linhagens de Aspergillus niger apresentaram as maximas
produgdes de celulases (CMCase, B-glicosidase e FPase) enquanto que Penicillium spp.
foram melhores para producdo de xilanase. As atividades de ambos os tipos de enzimas
foram baixas para os basidiomicetos. Os bons resultados alcancados nesta pesquisa
confirmam o potencial celulolitico e xilanolitico dos fungos endofiticos e basidiomicetos
amazonicos, credenciando-os para a producdo de produtos biotecnoldégicos, como o
bioetanol de segunda geracdo e a compostagem, um valor a agregar na producdo agricola

do estado do Amazonas.

Palavras-chave: Celulases, xilanase, residuos agricolas e fungos da Amazénia.
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ABSTRACT

“EVALUATION OF THE PRODUCTION OF CELLULASES AND XYLANASE BY THE
DEGRADATION OF REGIONAL AGRICULTURAL RESIDUES BY AMAZONIAN FUNGI”
Degradation of biomass, plentiful of lignocellulosic materials, is among the more
investigated processes, seen its potential for the production of second generation biofuels,
with positive impact in reducing the disposal of such waste in the environment. As
degrading lignocellulosic materials is a very complex process, an of the most promising
alternative is using enzymes from microorganisms able to make it on a sustainable way.
The present work aimed to select fungi from different Amazon environments having
potential for production of cellulases and xylanase. Five of Penicillium endophytic fungi
and five of basidiomycetes were grown at 28 °C and 26 °C, respectively, by 192 h in solid
state fermentation (SSF) in 5 g of different substartes: bark and seed of cupuagu, bark and
seeds of the passion fruit, peel cassava, annatto shell, coconut shell, husk guarana, sugar
cane bagasse and waste rosewood. Five Penicilium spp. had good growth in bark and seeds
of the passion fruit and peel cassava and reasonable growth in husk guarana. Four
basidiomycetes grew well to in peel cassava also. After 192 h, qualitative tests showed
good results to most Penicillium spp. and some basidiomycetes. On quantitative assays ,
the best results were for Penicillium sp . 02of the bark passion fruit with the activities of
13.44 TU / mL for CMCase , 0.02 IU / mL for § - glucosidase and 0.02 IU / mL for FPase .
The best results were observed for xylanase in annatto shell by Penicillium sp . 04 with
5.12 IU / mL and Penicillium sp. 05 with 4.35 IU / mL. In submerged fermentation , 16
strains were cultured for five days using wheat bran as an inducer . Every 24 h aliquots
were evaluated . The strains of Aspergillus niger showed maximum production of cellulase
( CMCase , B - glucosidase and FPase ) whereas Penicillium spp . were better for xylanase
production . The activities of both types of enzymes were low for the basidiomycetes . The
good results achieved in this research confirm the cellulolytic and xylanolytic potential of
endophytic fungi and basidiomycetes Amazon , qualifying them for the production of
biotechnological products such as second generation bioethanol and composting , add a
value to the agricultural production of the state of Amazonas .

Key words: cellulases, xylanase, agricultural waste and Amazon fungi.
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1. INTRODUCAO

Ainda hoje, os combustiveis de origem fdssil como o gés natural, o petroleo e seus
derivados sdo os principais responsaveis pela producdo mundial de energia, porém além de
suas reservas serem finitas, esses combustiveis também sdo os principais responsaveis pela
emissdo de gases poluentes, com forte impacto negativo nas mudangas climaticas.

A procura incessante por fontes renovaveis na producdo de combustiveis e
preservacdo do meio ambiente levam a utilizacdo de matéria organica renovavel mais
conhecida como biomassa. Assim, a conversdo da biomassa é uma alternativa bastante
eficaz para a producdo de energia alternativa, mas também para a obtencdo de produtos de
alto valor agregado como enzimas, etanol, proteinas, etc., com a vantagem de que o0 seu
uso pode diminuir o impacto da polui¢do do meio ambiente. H& uma tendéncia mundial de
crescimento do uso de diferentes biomassas principalmente as de origem vegetal, como 0s
residuos agricolas que sdo as de maior abundancia. O Brasil deve desenvolver suas
préprias tecnologias para o seu melhor aproveitamento desses residuos, considerando que
ha obstaculos a transpor, principalmente quanto a complexidade das substancias que os
compdem.

Quanto as enzimas, sabe-se que seu uso pratico vem sendo explorado a milhares de
anos, ou pela forma direta no emprego de preparacdes enzimaticas brutas, ou indireta pelo
aproveitamento da producdo enzimética decorrente do crescimento microbiano. Este
ultimo, apesar de ser relativamente recente € o que constitui o grande setor industrial
biotecnologico (NEIDLEMAN, 1991).

BORGES (2011) e HASAN et al. (2006) relatam que pelo menos 500 tipos de
enzimas chegam a garantir 50 aplicabilidades biotecnoldgicas em diversos segmentos
econémicos, como papel e celulose, inddstria de alimentos e téxtil, entre outros, porém

poucas ainda sdo as enzimas utilizadas na transformacéo de residuos agricolas.
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H& um grande desafio para produzir enzimas de baixo custo e bom rendimento com
capacidade eficaz de degradar residuos lignoceluldsicos e transformé-los em carboidratos
menores como dissacarideos (celobiose) ou monossacarideos (glicose, frutose, xilose) para
fins econdbmicos como a producdo do etanol celuldsico, e um dos entraves ainda é o
desenvolvimento de processos eficientes e otimizados. Os micro-organismos sdo pecas
chaves para tal desenvolvimento, pois produzem uma diversidade de enzimas especificas
aptas em modificar moléculas e capazes de decompor uma variedade de materiais
lignocelul6sicos (BHAT, 2000; SANCHEZ, 2009). Atualmente o Trichoderma reesei
(Hypocrea jecorina) € o mais importante produtor industrial de enzimas celulases e
hemicelulases (SCHUSTER, et al., 2011), porém € incessante a procura por novas
linhagens de micro-organismos que secretem enzimas responsaveis pela degradacdo da
biomassa lignocelul6sica do meio ambiente (RAVINDRAN et al., 2012).

Sabe-se que o Brasil destaca-se em biodiversidade, principalmente na floresta
Amazobnica em que se encontra uma vasta diversidade microbiana, porém sdo poucos 0s
estudos voltados ao seu potencial tecnoldgico. Diante deste contexto, este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial de fungos da regido Amazénica quanto a producdo de
enzimas celuloliticas e xilanolitica a partir da degradacdo de residuos agricolas regionais
por fermentacdo em estado solido, para que no futuro sejam aplicados em bioprocessos

para producéo de bioetanol de segunda geracao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de fungos amaz6nicos quanto a producdo de enzimas celulases

e xilanase pela degradacédo de residuos agricolas regionais.

2.2 Objetivos especificos

1. Submeter dez substratos, oriundos de residuos agricolas regionais, a fermentacdo em
estado solido por dez fungos Amazoénicos sendo cinco do género Penicillium e cinco
basidiomicetos.

2. Avaliar qualitativamente, com substratos cromogénicos, as enzimas celulases
produzidas na fermentacdo em estado sélido (FES) pelos fungos amazonicos.

3. Avaliar gquantitativamente por espectrofotometria de UV, as enzimas celulases e
xilanases produzidas na FES e na fermentacdo submersa (FS) por fungos amazénicos.

4. Obter as curvas de producdo de celulases e xilanase em FS usando palha de trigo como
indutor pelas dez linhagens utilizadas na FES e mais seis diferentes linhagens.

5. Obter as curvas de producdo de celulases e xilanase em FS utilizando pelo menos dois
substratos com os melhores resultados pela linhagem com melhor desempenho na

fermentacdo submersa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassa Lignocelul6sica

A biomassa é todo recurso renovavel oriundo da matéria organica tanto vegetal
como animal que pode ser utilizada na producdo de energia, produtos quimicos, dentre
outros (MARCONATO, 2008). E a fonte renovavel mais abundante na natureza e engloba
majoritariamente os residuos agroindustriais, residuos urbanos e madeiras de angiospermas
e gimnospermas (SZENGYELL et al., 2000)

Os residuos agricolas sdo biomassas lignoceluldsicas provenientes de atividades
agricolas e sdo consideradas como as maiores fontes de carboidratos sendo abundantes no
Brasil. Sdo constituidos principalmente de trés fracdes poliméricas: celulose, hemicelulose
e lignina (BADHAN et al., 2007) as quais se encontram unidas entre si por ligacdes
covalentes, formando uma rede resistente a ataques microbianos (SANCHEZ, 2009)
(Figura 1). A dificuldade de converter a biomassa lignoceluldsica em insumos quimicos é
atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfoldgicas.

Internamente, as fibrilas de celulose sdo constituidas de microfibrilas. Cada
microfibrila é formada por um pequeno nimero de feixes de moléculas de celulose (fibrilas
elementares) e cada molécula de celulose é formada por mais de mil residuos de glicose, 0s
quais se interligam por ligaces de hidrogénio (ROLAND et al., 1992). Essas fibrilas
encontram-se envolvidas pela lignina cuja funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a
ataques quimicos e enzimaticos. A hemicelulose € a principal fracdo, pois ela atua como
um elo quimico entre a celulose e a lignina. A unido das trés fracbes resulta na

flexibilidade dos materiais, porém altamente resistentes (SANCHEZ, 2009).
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Figura 1: Estrutura da parede celular vegetal com os principais constituintes.

Lignina
Hemicelulose

Celulose

Fonte: Kondo (1997) (modificada).

3.3.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo que possui um alto valor agregado, é encontrado
nos materiais lignocelulésicos e o polimero mais abundante na natureza. E um
polissacarideo ndo ramificado formado por dissacarideos celobiose, as quais estdo
dispostas em cadeias lineares de residuos de D-glicose unidos por ligacGes glicosidicas 3
1-4 (Figura 2). A conformacdo mais estavel dos anéis de glicose é a forma de cadeira com
os grupos hidroxila na posicéo equatorial (ZHANG, LYND, 2004).

Para que ocorra a formacéo de celulose, as cadeias lineares de polimeros adjacentes
interagem entre si por ligagdes de hidrogénio, fazendo com que as estruturas se organizem
e tenham formatos de microtubos compridos denominados de microfibrilas. Essas
microfibrilas, por sua vez, agrupam-se formando as fibras de celulose que também se
agrupam em regides cristalinas mais organizadas, onde fibrilas de celulose se encontram
unidas por ligacbes de hidrogénio entre cadeias inter e intra moleculares e por forcas de

Van der Waals, resultando assim em uma fibra com alto grau de compactagdo (LYND et

al., 2002).
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Por serem estruturas compactas, as regioes cristalinas da celulose Ihe conferem uma
estrutura coesa e ordenada, sendo impermeéveis a dgua e resistentes a degradacéo quimica
e bioldgica. A celulose pode ser encontrada de duas formas, na forma pura como no
algoddo ou diretamente associada a hemicelulose e lignina como s&o encontradas na parede

celular de diferentes vegetais (SANDGREN et al., 2005).

Figura 2: Estrutura da cadeia linear unidas por ligag@es glicosidicas formando a celulose.
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n = unidade repetida (glucose)

Fonte: Sjostrom (1993).

3.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses também conhecidas como polioses estdo quase paralelas as
fibrilas de celulose, mas se diferenciam substancialmente por serem amorfas. Possuem
estruturas ramificadas compostas pela combinacdo de varios agucares (D-xilose, D-
manose, D-arabinose, D-galactose, D-glicose, etc.) (Figura 3), podendo ainda apresentar
compostos como o0s acidos urénicos e desoxi-hexoses. Com isso elas sdo classificadas de

acordo com os agucares presentes na cadeia principal do polimero, logo xilanas, glicanas,
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arabinanas, mananas e galactanas dentre outras séo hemiceluloses (FENGEL, WEGENER,
1989). As polioses podem ser homopolimeros (por exemplo, xilana) ou heteropolimeros
(por exemplo, glicomanana) (FERRAZ, 2004).

As xilanas sdo os polissacarideos mais abundantes entre as hemiceluloses e estdo
presentes em todas as camadas da parede celular vegetal, mas em concentragdes maiores
nas camadas primarias e secundarias (WONG et al., 1988). Elas séo cadeias lineares de
monossacarideos com unidades de xilose e sdo de grande importancia para a parede
celular, por apresentarem interagcdes covalentes e ndo-covalentes com outros constituintes
dando-lhes o poder de coesdo e adesdo das fibras, além da manutencdo da integridade da

parede celular vegetal e protecdo da celulose contra o ataque de enzimas celuldsicas (BEG

etal., 2001).
Figura 3: Acucares que compdem a camada de hemicelulose.
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Fonte: Fengel e Wegener (1989).

24



3.3.3 Lignina

A biomassa lignocelulésica produzida no planeta é composta por aproximadamente
25% de lignina atingindo até 45% do peso seco de residuos vegetais. As ligninas sdo
macromoléculas amorfas aromaticas, compostas basicamente por unidades de
fenilpropano, contendo subestruturas fendlicas (10-20%) e ndo fenodlicas (80-90%) e tém
como funcéo principal nos tecidos vegetais, proporcionar rigidez, resisténcia a hidrolise e
defesa contra enfermidades (FENGEL, WEGENER, 1989).

A lignina se encontra em associagdo com a celulose e a hemicelulose na
composi¢do de materiais lignocelulésicos (SILVA et al., 2009). O contetdo de lignina se
encontra distribuido nas diferentes regides da célula e nas plantas esse conteldo aumenta
com a maturidade fisiolégica (FENGEL, WEGENER, 1989). Com relagdo a sua estrutura
quimica, as unidades de fenilpropano estdo acopladas de forma irregular, o que é atribuido
ao mecanismo de biossintese da lignina que se processa por via radicalar a partir da reagcdo
de trés diferentes precursores de alcoois cinamilicos. Os diferentes tipos de acoplamento
entre os precursores dao origem a diferentes tipos de ligacGes entre as unidades de
fenilpropano (Figura 4) como B-O-4 ¢ a-0O-4 (50-65%), B-1 (9-15%), B-5 (6-15%), 5-5 (2-

9%) e B-B (2-5%) (FERRAZ, 2004).

3.2 Enzimas

Enzimas sdo substancias orgénicas, geralmente proteinas, que catalisam reacGes
biolégicas pouco espontaneas e muito lentas. Sdo capazes de diminuir a energia de
ativagdo requerida e formar um complexo de transicdo ativado a fim de originar um
produto (REX, 1969). A sua biossintese pode estar associada ao crescimento da biomassa,

com taxa de formacéo do produto proporcional ao aumento da biomassa, ou ndo associada
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ao crescimento celular com a taxa de produto ficando independente dela (SCHIMIDELL et

al., 2011).
Figura 4: Representacédo estrutural da Lignina.
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Fonte: Kirk e Farell (1987).

Em condi¢bes brandas de reacdo, as enzimas sdo bastante ativas e versateis
podendo executar uma variedade de transformac6es de modo seletivo e rapido. Além disso,
h&d uma facilidade relativa de regulacdo da atividade enzimatica, bastando modificar a
natureza do meio de reacdo, como, por exemplo, pela alteracdo do pH. Devido sua
especificidade, ela catalisa as transformacdes moleculares sem que haja ocorréncia de
reacOes paralelas indesejaveis que sdo comuns em sinteses quimicas (PIZARRO, PARK,
2003).

As enzimas possuem basicamente dois grupos que Sdo responsaveis pela

degradacdo de materiais lignocelulésicos que sdo: enzimas hidrolases e as oxidativas,
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sendo as hidrolases celulases e hemicelulases as principais responsaveis pela quebra da
celulose.

As hidrolases sdo um tipo especifico de enzimas que atuam como catalisadores no
desdobramento de compostos por reacdo com moléculas de dgua. Elas correspondem as
enzimas do complexo celulolitico que clivam liga¢des glicosidicas e sdo classificadas de
acordo com a Enzyme Comission (EC) a qual integrou uma codificacdo 3.2.1.x, onde a
variagdo do tipo de enzima celulasica utilizada ¢ designada pelo valor de “x” (LYND et al.,
2002).

No que diz respeito as celulases, ha um modelo basico de a¢cdo dessas enzimas no
sistema dos fungos. Esse sistema possui trés principais enzimas que atuam em locais
distintos do substrato celulésico e sdo elas: endoglucanases, exoglucanases, e [-
glicosidases (LYND et al., 2002). Quando atuam em conjunto, elas apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando ha atuacao
isolada umas das outras em um efeito conhecido como sinergia.

A estrutura das celulases é constituida por um sequéncia de aminoacidos de
estrutura complexa e especifica, a qual se divide em trés regies: dominio catalitico (DC),
caracterizado como parte da molécula em que ocorre a catélise e que abrange cerca de 90%
do nimero total de dez amino&cidos da sequéncia peptidica; a regido de ligagdo (RL) onde
contém uma pequena parte de aminoacidos altamente glicosilados, cuja funcdo € ligar o
dominio catalitico a uma terceira regido constituida pelo modulo de ligacao a carboidratos
(MLC) e os MLCs que sé@o pequenos polipetideos estaveis que podem conter de 40 a 120
aminoacidos e s&o localizados, na cadeia de amino&cidos da enzima (CASTRO, PEREIRA,
2010). As celulases constituem-se como um complexo enzimatico capaz de atuarem sobre

materiais celuldsicos promovendo a hidrolise (LYND et al., 2002).
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3.3 Degradagéo de residuos lignocelulésicos a partir de hidrolise enzimética

Os residuos lignoceluldsicos sdo de grande importancia por apresentarem um alto
valor agregado além de grande potencial econémico. Eles apresentam em sua composicao
de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose e 15 a 30% de lignina (COWLING,
KIRK, 1976).

Atualmente a bioconversdo € um dos processos mais estudados para o
aproveitamento desses residuos, porém algumas das caracteristicas desse material inibem a
sua degradacdo e até mesmo processos de bioconversdo. A acessibilidade, o grau de
cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a distribuicdo da lignina sdo uma das
caracteristicas que mais contribuem para essa inibicdo (PALOMEN et al, 2004). Uma das
alternativas viavel para a digestibilidade de residuos lignoceluldsicos é a hidrolise
enzimatica, pois 0 uso de enzimas leva a alteracdo da estrutura da biomassa celulésica
convertendo a celulose em mondmeros de agucares fermentaveis.

Basicamente a hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos acontece por meio
das enzimas celuloliticas que sdo altamente especificas (ZHANG, LYND, 2004). O
processo de hidrélise se inicia com a quebra aleatéria das cadeias de celulose pelas
endoglucanases (endo-1,4-p-D-glucanases, CMCase, E.C 3.2.1.4) formando cadeias com
extremidades livres, em seguida as exoglucanases (exo-1,4-B-D-glucanases, FPase, E.C
3.2. 1. 91) atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras das cadeias cristalinas de
celulose produzindo majoritariamente celobiose, além de glicose e celotriose e por fim as
B-glucosidases ou celobiases hidrolisam a celobiose formando duas moléculas de glicose
(LYND et al., 2002) (Figura 5).

Segundo Martin et al. (2006), a hidrdlise é necessaria para a conversdo de

polissacarideos da lignocelulose a agUcares fermentesciveis. Porém ha limitagdes quanto a
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atividades enzimaticas das celulases e essas limitacOes estdo associadas a insolubilidade do

substrato o que leva a baixa producéo de aglicar (PEREZ, SAMAIN, 2011).

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura quimica onde atuam as enzimas celulases.

endo—glucanase ‘
MWWWWM Cadeias de celulose

|

WW I Cadeias menores de

exo=glucanase l celulose

L A N Az ¥ A Z W N
Fragmentos de celobiose L
L A
)\ | quicose

beta—glucosidase

Fonte: Wright, et al (1988).

3.4 Micro-organismos produtores de celulases responsaveis pela degradacdo de
residuos lignocelulésicos

Durante a Segunda Guerra Mundial, os soldados das forcas armadas perceberam
gue muitas roupas encontravam-se deterioradas, ndo somente pelo desgaste continuo, como
também pela acéo de diferentes organismos. Devido a essa problematica que afetava todo o
acampamento, surgiram algumas organizagdes com intuito de fazer uma detetizacdo dos
organismos agentes das deterioracdes, além de descobrir seus mecanismos de acdo e
métodos de controle. As forgas armadas montaram laboratorios em busca de explicacOes e
solugdes imediatas para esse problema. Dentre as milhares de amostras coletadas, uma foi
identificada como Trichoderma viride (atualmente denominado T. reesei, em homenagem
ao seu descobridor, Elwyn Reese) capaz de converter celulose em seus monbémeros

(CASTRO, 20086).
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Gragas ao isolamento deste fungo surgiram diversos grupos de pesquisas que
atualmente investigam o potencial de uma diversidade de micro-organismos 00s quais
incluem bactérias e fungos em sintetizar enzimas celuloliticas. Dentre os fungos
filamentosos, os dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium sdo os mais utilizados
na industria para a producdo de celulases (GODFREY, WEST, 1996).

Existe uma grande diversidade de micro-organismos na natureza que produzem
celulase, no entanto, apenas alguns sao conhecidos como verdadeiros celuloliticos, ou seja,
capazes de degradar a celulose natural (SANCHEZ, 2009), que inclui entre outros os
Streptomyces, fungos filamentosos (Trichoderma, Bulgaria, Helotium, Poria, Aspergillus,
etc) (Figura 6), animais (moluscos e insetos), entre outros (LYND et al., 2002). Dentre
todos os organismos considerados celuloliticos, alguns dos mais utilizados industrialmente
na producéo de celulases sdo os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Trichoderma

e Penicillium (ZHANG, HIMMEL, MIELENZ, 2006; SINGHANIA et al., 2010).

Figura 6: Fotos de fungos produtores de celulases: (A) foto macroscopica do género Trichoderma e (B) foto

microscdpica de Streptomyces:

(A) (B)

Fonte: www.scharfphoto.com
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Fungos do género Aspergillus sdo pertencentes ao filo Ascomycota, a ordem
Eurotiales e a familia Trichocomaceae. Sdo fungos filamentosos, cosmopolitas que
habitam os solos e residuos vegetais (Figura 7). Quanto a sua morfologia, s&o produtores
de micelios septados e ramificados, cujas por¢des vegetativas encontram-se submersas ao
nutriente (SILVEIRA, 1997). Atraves do sequenciamento genético de Aspergillus niger,
pesquisadores descobriram uma grande variedade de celulases e hemicelulases em relacdo
ao fungo Trichoderma reesei (MARTINEZ et al., 2008), fungo considerado grande
produtor de celulases (MATHEW et al., 2008).

Por possuir caracteristicas distintas, esse fungo A. niger é muito apreciado pelas
indUstrias, pois apresenta grande capacidade de fermentacéo e elevados niveis de secrecdes
de proteinas, além de grande variedade de enzimas produzidas para diversas aplicacdes
(LIU et al., 2008).0utro género muito abordado no ramo da producdo de celulase é o
Penicillium, e sendo semelhante ao género Aspergillus, constitui-se de fungos saprofitos,
mesofilicos, pertencentes a divisdo Ascomycota, a ordem Eurotiales e a familia

Trichocomaceae.

Figura 7: Fotos da espécie de Aspergillus niger: (A) foto microscopica e (B) foto macroscopica.

(B)

Fonte: http://www.eapcri.eu/
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Os membros do género Penicillium sdo filamentosos com excegdo do Penicillium
marneffei; sua reproducdo € do tipo sexuada pela formagdo de ascOsporos (esporos
sexuados internos). Tem como caracteristica a producdo de micélios vegetativos septados
que penetram no substrato (em caso de cultivo estatico), produzindo hifas aéreas, nas quais
se desenvolvem conidi6foros onde se formam os conidios (esporos assexuais) (PELCZAR,
CHAN, KRIEG, 1996) (Figura 8).

S&@o considerados comumente como contaminantes podendo causar infeccoes,
particularmente em imunodeprimidos, além de produzirem micotoxinas (compostos
quimicos venenosos produzidos por certos fungos) (PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996) e
algumas espécies como P. echinulatum podem produzir enzimas celuloliticas para
aplicacdo tecnoldgica (CAMASSOLA, DILLON, 2007).

Algumas leveduras do género Trichosporium também s&o produtoras de xilanases e
celulases, assim como diversas espécies de Aspergillus sp. produzem altos niveis de

glicosidase (STEVENS, PAYNE, 1997).

Figura 8: Fotos de géneros de Penicillioum: (A) foto macroscdpica e (B) foto microscopica de uma espécie

de Penicillium sp.

(A) (B)

Fonte: http://www.itgb.unl.pt/news/taking-ionic-liquids-to-the-next-level-at-itgb
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3.5 Utilizacdo de micro-organismos em processos biotecnoldgicos

Os micro-organismos sao essenciais para 0 meio ambiente, pois desempenham
funcbes Unicas que sdo cruciais na manutencdo de ecossistemas como componentes
fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (PELCZAR, CHAN,
KRIEG, 1996). E apesar de serem de grande importancia na manutencdo da biosfera,
poucos ainda sdo os que foram caracterizados e descritos na literatura sendo menos de 10
% de toda microbiota do planeta (BURKE et al., 2011).

O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccdo de novos microrganismos
acabam sendo um dos principais focos da era biotecnoldgica, além de seu isolamento e
selecdo que os conferem o desenvolvimento de novos produtos (OLIVEIRA, SETTE,
FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). O crescimento de forma acelerada da utilizacao
destes organismos na busca de solugbes nas areas de alimento, salde, meio ambiente e
industria € um constraste no cenario mundial, visto que a extraordinaria atividade dos
microrganismos se baseia em sua notavel diversidade metabdlica e adaptabilidade genética
(BURKE et al., 2011), tornado-os uma importante fonte de recursos genéticos para o
avanco biotecnologico e para o desenvolvimento sustentavel.

Nas diversas atividades de importancia socio-econémica se véem varios exemplos
que atestam a utilizacéo de recursos microbianos pelo homem como na area industrial onde
0S micro-organismos sdo empregados na producdo de compostos comerciais ou na
transformacdo de substratos de alto valor agregado; na agropecudria onde séo utilizados
como fixadores de nitrogénio e os empregados no controle bioldgico de pragas e vetores.

Na industria de alimentos os micro-organismos sdo empregados para producdo de
bebidas, fabricacdo de pées, queijos, acidos organicos, enzimas, dentre outros; enquanto
que na area ambiental as perspectivas de recuperacdo do meio ambiente através da

biorremediacdo séo bastante promissoras (SCHAECHTER, INGRAHAM, NEIDHARDT,
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2010). Nesta grande esfera, 0os micro-organismos apresentam considerdvel interesse

bioldgico, visto que suas biomoléculas constituem modelos interessantes para aplicacdo

em bioprocessos tanto quanto para ser otimizadas

na tentativa de obter melhores

resultados (BENNETT, 1998). Exemplos da aplicacéo de diferentes micro-organismos na

area biotecnoldgica podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1: Micro-organismos envolvidos em processos biotecnoldgicos.

Micro-organismos Processos biotecnoldgicos

Saccharomyces cerevisiae 3 .
Fermentacéo alcodlica na

fabricacéo de alcool

Lactobacillus fermentum

Acetobacter aceti
orleanensis; A. aceti
xilinum; A. aceti
liquefaciens; A. xylinoide;
A. orleanense; A.
acetigenum; A.
schuetzenbachii; A.
curvum; A. rances; A.
pasteurianus levanensis;

Fermentacéo alcodlica na
fabricacdo de vinho e vinagre

S. cerevisiae; S. uvarum Producéo de glicerol

Lactobacillus casei; L.
acidophilus; L. plantarum;
L. fermentum; L. reuteri

Producéo de iogurtes

Streptococcus B-hemolitico  Estreptoquinase, utilizado na

do grupo C lise de coagulos sanguineos

A. niger Pectinases, em suco de frutas
Tricoderma viride Celulose
S. cerevisiae Invertase
S. fragilis Lactase

Aspergillus fumigatus,
Rhizopus stolonifer,

Degradacéo de moléculas
quimicas contidas em

Referéncias bibliogréaficas
Ostrowski et al. (2006);
Bringhenti et al.
(2007); Ribeiro Filho et al.
(2008)

Souza; Mutton 2004

Sachs (2001)

Gutierrez (1991)

Ouwehand et al. (2002)

Tortora et al. (2010)

Behki & Khan (1986);
Behki et al. (1993);
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Rhodococcus sp., defensivos agricolas Levanon (1993)
Nocardia sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp.

Com vérias aplicagdes biotecnoldgicas, os micro-organismos tém sido amplamente
Uteis para a humanidade, mesmo antes de sua existéncia, 0 que representam uma

tecnologia promissora na area biotecnologica.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

As linhagens fungicas utilizadas neste trabalho se encontravam preservadas nas
colecdes de trabalho dos laboratérios de Quimica de Microrganismo (UFAM) e Genética
da Escola Superior de Ciéncias da Saude (UEA). Apenas para caracteriza-las, descreve-se

a seguir de forma resumida a obtencdo, purificacdo e conservacao das linhagens.

4.1 Coleta do Material Bioldgico

O material biolégico foi coletado nos municipios de Manaus, Barcelos (a 405 km
de Manaus, as margens do Rio Negro), Presidente Figueiredo (a 107 Km de Manaus) e
Maués (Municipio do Médio Amazonas, banhado pelas dguas do Rio Maués-Acu). No
local da coleta os fragmentos de plantas e basidiomicetos foram acondicionados em sacos
plasticos esterilizados sob refrigeracdo em caixas de isopor. Paralelamente foram coletados
materiais vegetais e basidiomicetos para posteriores identificagdes e documentacao
(excicatas) nos herbarios do INPA, da Universidade Federal do Amazonas e/ou da

Universidade do Estado do Amazonas.

4.2 Esterilizacdo do material biol6gico e isolamento dos fungos endofiticos e
basidiomicetos

O material biolégico coletado foi lavado com detergente liquido e agua corrente.
Em seguida, dentro do fluxo laminar, o material foi esterilizado superficialmente com
alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio 3-5% por 2-4 minutos, alcool 70% por
30 segundos e agua destilada esterilizada, a fim de eliminar os micro-organismos presentes
na superficie do material (SOUZA et al, 2004). Em seguida foram cortados em pequenos
pedacos de aproximadamente 4 mm x 4 mm em matrizes de 3 x 3 ou 2 x 2 e inoculados,

em triplicata, em placas de petri contendo meios de cultura solidos (BDA, ISP2 e Aveia),
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suplementados com antibidticos (tetraciclina e ampicilina 100 pg/mL) para inibicdo do
crescimento de bactérias e actinomicetos ou com cetoconazol e tetraciclina (20 pg/mL e
100 pg/mL respectivamente) para inibicdo do crescimento de fungos e bactérias Gram
negativas. Uma aliquota de 50 pL da agua destilada utilizada no final do processo de
assepsia superficial foi espalhada com alga de vidro para controle do processo de assepsia.
As placas foram incubadas em gradiente de temperaturas aumentadas
periodicamente de 18, 26 e 40 °C. Os isolados foram coletados individualmente a medida
que surgiam dos fragmentos inoculados e repicados nos mesmos meios de cultura

empregados no isolamento com o objetivo de purifica-los.

4.3 Purificacdo, Conservacéo e ldentificacéao
Para os fungos que mesmo ap0Os 0s repiques ainda permaneciam em misturas, a

purificacdo final foi realizada de duas formas:

1. Fungos mitosporicos: A purificacdo desses fungos foi realizada pela Técnica de
Tween (Azevedo e Costa, 1973) ou diluicdo seriada que consiste na imerséo de uma
pequena quantidade de conidios em tubo de ensaio contendo 2 mL da solucdo de
tween 80% previamente autoclavada, agitagdo em vortex, transferéncia de 1 mL para
outro tubo contendo 9 mL de H,O destilada autoclavada e cinco dilui¢es sucessivas
(Figura 9) em tubos de ensaio contendo 9 ml de H,O destilada autoclavada. Das trés
Gltimas diluicBes (107, 10 e 10) foram recolhidos 50 pL e inoculados, em triplicata,
em placas contendo meio de cultura apropriado para cada fungo. Ao observar o
crescimento do fungo de um unico esporo, este foi transferido para novas placas

contendo meio de cultura apropriado para o seu crescimento.
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Fungos ndo mitosporicos e basidiomicetos: foram purificados por repiques sucessivos
em trés pontos em placas de petri contendo meio de cultura apropriado para cada
fungo (Figura 10).

Apobs a purificagdo, os micro-organismos foram identificados pela analise das
estruturas macro e microscopicas: hifas, micélio e estruturas de reproducdo (sexual e
assexual) e comparacdo com literatura especifica a taxonomia de cada grupo (KIFFER &

MORELET, 1997).

Figura 9: Representacéo esquematica de dilui¢do seriada a partir da solucdo de Tween.

Esporos 1,0mL 1,0mL 1,0mL 1,0mL 1,0mL 1,0mL

\/\f((\

Solugao
de Tween

Solugio de conidios Solugio mie 1*Dil. 23Dil.

2mlde Tween a0,02 % Solugio de conidios Fonte: Flivia Paiv
+9 mlde HyO

destilada

Fonte: Flavia Paiva, 2011 (modificada).

Os fungos endofiticos purificados foram conservados em 6leo mineral, &gua com
glicerol a 20% e agua destilada para os isolados contendo conidios (CASTELLANI, 1939).
Os fungos basidiomicetos foram conservados em palitos de dente esterilizados em
autoclave colocados sobre 0 meio contendo o indculo. Este tipo de conservacéo é realizado
com intuito de ndo perder a atividade enzimatica (comunicagdo pessoal Lopez, J.M. —

curso Brasil-Espanha, realizado em Manaus/AM, 2009).
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Figura 10: Representacdo esquematica da purificagdo por sucessivos repiques.

Repique no centro

iq ipontual (tre
Repique Tripontual (trés de cada placa

pontos)

Fonte: Adriana da Silva.

4.4 Fermentacgdo em estado sélido (FES) de residuos agricolas regionais

Para estimular a producdo de celulases e xilanase, utilizou-se o processo de
fermentacdo em estado solido (FES). Foram selecionadas aleatoriamente 10 linhagens de
fungos ainda ndo identificados: 5 fungos endofiticos do género Penicillium e 5

basidiomicetos (Tabela 2). Para a FES, foram selecionados os seguintes residuos agricolas:

Substratos Cadigo Nome Cientifico
1. Casca de cupuagu in natura (C. Cup)
Theobroma grandiflorum
2. Semente de cupuagu in natura (Cg.. Cup)
3. Casca de maracujé in natura (C. Maj.) ) )
o ) Passiflora edulis
4. Semente de maracujé in natura (Sem. Maj.)
5. Casca de macaxeira in natura (C. Max.) Manihot esculenta
6. Casca de urucum in natura (C. Uru.) Bixa orellana
7. Casca de guarana in natura (C. Gua.) Paullinia cupana
8. Casca de coco in natura (C. Coc.) Cocos nucifera
9. Bagaco de cana de aglcar in natura (B. Cana) Saccharum officinarum
10. Residuo de pau rosa (R. Pau Rosa) Aniba rosaeodora
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Os residuos de casca de cupuacu e semente de cupuagu foram coletados em sitio
localizado na BR AM 010 a 146 km de Manaus, a casca de urucum coletados no Campus
da Universidade Federal do Amazonas, casca de guarani e torta de pau rosa foram
coletados no municipio de Maués e casca de maracuja, caro¢o de maracuja, casca de coco,
casca de macaxeira e bagaco de cana de agucar foram residuos adquiridos comercialmente
no municipio de Manaus.

Cada fungo foi fermentado em erlenmeyers contendo 5 g de substrato sélido in
natura, triturados e previamente autoclavado a 121 °C, por 15 minutos. Para os Penicillium
spp., 0 indculo se deu com a adicéo de 20 pl de suspensdo de conidios na concentracéo 10’
esporos/ml (equivalente a solucdo-padrdo 3 daescala de McFarland) e para o0s
basidiomicetos com a adicdo de 5 fragmentos, de 5 mm de didmetro de &gar contendo as
hifas. Os micro-organismos foram cultivados em triplicata por oito dias a 28° C (Figura
11). Apos trés dias (72 h) e oito dias (192 h) foram registrados os crescimentos miceliares
por fotografia.

Outras seis linhagens, sendo cinco Aspergillus niger e um Colletotrichum, descritas

na tabela 2 foram utilizadas na fermentagéo submersa (FS) descrita no item 4.8.

Tabela 2: Identificagdo das linhagens fingicas isoladas da floresta Amazonica.

. Planta hospedeira ou local de isolamento (Codigo de ~ N(mero de
Sequ. Linhagens - -
Laboratdrio) depdsito
1 Bas. 1 Basidiomyceto coletado no municipio de Maués (Bas 3 22 LG -
' M1.1.1) ESA-UEA
5 Bas. 2 Basidiomyceto coletado no municipio de Presidente 01 LG-ESA-
' Figueiredo (B05 1.1) UEA
3 Bas. 3 Basidiomyceto coletado no Campus da UFAM no 13 LG-
' municipio de Manaus (B01) ESAUEA
4 Bas. 4 Basidiomyceto coletado no municipio de Presidente 03 LG -
' Figueiredo (BO05 3.1) ESA-UEA
5 Bas. 5 Basidiomyceto coletado no municipio de Presidente 02 LG -
' Figueiredo (B05 1.3) ESA-UEA
6 A. niger 1 Flor de Peperonia pellucida (EjFlor 3) 308




Isolado de planta marinha ndo identificada em Salinas

7 A. niger 2 (PA) 458
8 A. niger 3 F40 a 461
9 A. niger 4 F52 462
10 A. niger 5 F73 459
11 Pen. 1 Cortex do caule de Strychrlg)s cf. toxifera (Stsp C1-2/1- 183
12 Pen. 2 Cortex do caule de Strychgg; cf. toxifera (Stsp C2-3/1- 180
13 Pen. 3 Cortex da raiz de Maurithia flexuosa (PB R2 2.2) 135
14 Pen. 4 Cortex da raiz de Strychnos cf. toxifera (Stsp R2 1.1) 233
15 Pen. 5 Casca do galho de Rollinea sp. (Ansp cG3 1.2c) 44
16 Colletotrichom Folha de Palicourea longiflora. (Mg F40 1.1a) 12

Figura 11: Fermentacdo em estado sélido em diferentes substratos.

4.5 Obtencao do extrato enzimatico dos micro-organismo sem FES
Apbs oito dias de cultivo dos micro-organismos em FES foram adicionados 10 mL
de 4gua destilada esterilizada aos frascos e agitados por 1 minuto em vortex, seguindo-se

filtracdo a vacuo com filtros millipore de 0,22 um (Figura 12). Os liquidos filtrados foram

41



acondicionados em microtubos de 2 mL e congelados para posteriores ensaios qualitativos,

quantitativos e analise dos agUcares livres.

Figura 12: Sistema de filtragdo a vacuo com filtros de millipore de 0,22 pum.

4.5.1 Avaliacéo do resgate das enzimas

Para avaliar o rendimento das enzimas foram selecionados aleatoriamente, apds
oito dias de cultivo, os meios fermentados in natura em Sem. Maj. e C. Uru. Este
procedimento foi realizado semelhante ao item 4.5, porém em triplicata sendo que foram
adicionados apenas 5 mL de &gua destilada na segunda e terceira filtracdo. Apds todo esse
processo os liquidos filtrados foram acondicionados em microtubos de 2 mL e congelados
para posteriores ensaios qualitativos de celulases pela técnica de difusdo em agar — cup

plate.

4.6 Deteccdo de celulases pela técnica de difusdo em agar

A avaliagdo qualitativa das celulases foi realizada em meio contendo uma mistura
de 9,0 g de é&gar, 5,0 g de CMC (carboximetilcelulose) e 500 mL de tampdo acetato de
sodio 200 mM e pH 5,0. Depois de esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 °C,

ainda semi-aquecido, o meio foi distribuido em placas de petri até o nivel de
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aproximadamente 7 mm, e depois de solidificados foram perfurados com tubo de vidro oco
esterilizado com 5 mm de didmetro. Nos pocos feitos (cup plate), foram inoculados 100 pL
de cada extrato enzimatico (Figura 13). Apds 18 horas de incubacédo a 37,5 °C, as placas
foram coradas com vermelho congo 0,1%.

As reacOes enzimaticas positivas foram identificadas pela formacdo de um halo
transltcido ao redor de cada cup plate. A atividade enzimatica foi registrada pelo didmetro
do halo em centimetros, que foram medidos com régua pelo verso da placa de petri

(Teixeira, 1994). O restante do extrato enzimatico foi conservado em geladeira.

Figura 13: Esquema dos ensaio qualitativo de celulase realizado pela técnica de difusdo em &gar.

Em cada pogo - 100 puL. do
extrato enzumatico

18 horas a 37,5 °C
Revelar com vermelho congo
0,1%

v'
f Py Halos translucidos

Fonte: Adriana da Silva.

4.7 Andlises quantitativas de celulases e xilanase
Os extratos enzimaticos conservados das culturas foram avaliados quanto a
producao de CMCase, B-glicosidase, FPase e xilanase. As atividades enzimaticas foram

avaliadas conforme descricao a seguir.
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4.7.1 Anélises quantitativas de CMCase

A dosagem da atividade da endoglucanase carboximetilcelulase (CMCase) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por GHOSE (1987), e consistiu na adi¢do
de 50 pL do extrato enzimatico, em microtubo de 2 mL contendo 450 pL do substrato
CMC a 1% em tampéo acetato de sédio 50 mM, pH 5,0. A mistura foi incubada por 10
minutos a 50 °C. Apos a incubagdo os aglcares redutores foram determinados segundo
método descrito por MILLER (1959), o qual consistiu na adi¢gdo de 500 pL do reagente
acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), aquecimento por cinco minutos em banho fervente,
resfriamento por cinco minutos em banho de gelo, adicdo de 4 mL de &gua destilada e
leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. A curva padrdo que
correlaciona valores de absorvéncia com a quantidade de produto formado foi obtida
utilizando-se solugdes de glicose.

Para cada amostra analisada preparou-se um controle com 450 pul. do mesmo
substrato (CMC), 500 pL do reagente (DNS) e 50 puL do extrato enzimatico,
respectivamente, o qual foi mantido por cinco minutos em banho fervente. Em seguida,
adicionou-se 4 mL de &gua destilada e fez-se a leitura em espectrofotdmetro também a 540
nm. O controle foi preparado para evitar uma super estimativa da atividade enzimatica,

devido a grupos redutores no extrato enzimatico entre outros.

4.7.2 Analises quantitativas de B-glicosidase

Para a determinacdo da atividade de B-glicosidase, 1000 pL de extrato enzimético
foram incubados com 1000 pL de solucéo de celobiose (Sigma, EUA) por 30 min. a 50 °C.
Transcorrido o tempo reacional, os tubos foram imediatamente aquecidos a 100 °C por 5
minutos de forma a promover a inativacdo das enzimas. Em seguida, foram adicionados

1000 pL de reagente enzimatico para dosagem de glicose (Kit enzimatico Laborlab, Brasil)
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e os tubos foram novamente incubados, desta vez a 37 °C por 10 min. Finalmente, as
solucBes tiveram suas absorbancias a 530 nm registradas. Cada anéalise foi realizada em
triplicata. A curva padrdo que correlaciona valores de absorbancia com a quantidade de

produto formado foi obtida utilizando-se solugGes de glicose.

4.7.3 Analises quantitativas de FPase

Para a quantificacdo da atividade de FPase, foram incubados em termociclador
utilizando placa de PCR, a 50 °C por 60 min, 20 pL de extrato enzimatico com 1 circulo
de papel de filtro Whatman n® 1 de 0,02 cm de didmetro e 40 uL de tampdo citrato de
sodio, pH 4,8. Para cada amostra, preparou-se um controle de enzima incubando-se 20 pL
de extrato enzimatico com 40 uL de tampdo citrato de sodio, pH 4,8, a 50 °C por 60 min.
Também preparou-se um controle do substrato incubando 60 puL de tampdo citrato de
sodio pH 4,8 com 1 circulo de papel de filtro Whatman n°1 de 0,02 cm e um branco
contendo apenas 60 pL de tampdo citrato de sédio pH 4,8 a 50 °C por 60 minutos.
Transcorrido o tempo reacional, adicionou-se 120 pL de reagente de DNS e manteve-se em
termociclador a 100 °C por 15 min. Em seguida, foram transferidos 20 pL da amostra para
placa de Elisa contendo 180 pL de agua Millig. Por fim, as amostras foram lidas em

espectrofotbmetro a 540 nm. Cada analise foi realizada em quadruplicata.

4.7.4 Analises quantitativas de Xilanase

A atividade de xilanase foi realizada incubando-se, em microtubos (2 mL), 50 pL
de extrato enziméatico com 450 pL de solucdo de 1% Xilano (spelts, Sigma) em tampdo
acetato de sédio 50 mM e pH 5,0 por 10 minutos a 50 °C. Em seguida, foram adicionados
500 pL de solugdo de DNS (MILLER, 1959) de forma a parar a reacdo enzimaética, 0s

tubos foram incubados por 10 minutos a 100 °C. Apos o banho fervente, as amostras foram
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resfriadas em banho de gelo e por fim adicionados 4,0 mL de &gua destilada. Para cada
amostra analisada foi preparado um branco com 450 pL. do mesmo substrato, 500 puL da
solugdo de DNS e 50 uL do extrato enzimatico, respectivamente e posteriormente mantido
por 10 minutos em banho fervente. Em seguida, adicionaram-se 4 mL de &gua destilada.
As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 540 nm. Cada analise foi realizada em
triplicata (exceto o branco). Para atividade de xilanase, uma unidade de atividade
enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de

xilose por minuto nas condig¢des de ensaio utilizando a curva padrdo de xilose.

4. 8 Fermentacao submersa (FS) utilizando palha de trigo como indutor

Este procedimento foi realizado com o objetivo de observar o comportamento dos
micro-organismos ensaiados na producdo de celulases e xilanases na presenca de palha de
trigo (PT), um substrato rico em celulose e hemicelulose. O experimento foi realizado no
Laboratorio de Bioquimica da Universidade de Sdo Paulo, no Instituto de Fisica de Séo
Carlos (IFSC).

Para este experimento, foram selecionados os 10 fungos utilizados na FES, cinco A.
niger endofiticos e um Colletotrichum endofitico (como out group). A fermentacao
procedeu-se da seguinte maneira: em erlenmeyers de 500 mL foram adicionados 100 mL
da solugéo de Manachini (MANACHINI et al., 1987) acrescido de 5% de palha de trigo
como indutor previamente lavado por 3 dias e seco a 60°C, ajustando-se o pH final para
5,0 e autoclavados. Para os Penicillium spp. e A. niger a fermentagdo ocorreu com adigéo
de 20 L da suspensdo de conidios na concentracdo de 107 esporos/mL nos respectivos
erlenmeyers autoclavados e para os basidiomicetos e o Colletotrichum com adicdo de 5
fragmentos (5 mm de diametro) de &gar contendo as hifas. Os micro-organismos foram
fermentados em triplicata por 5 dias, a temperatura de 28 °C a 200 rpm (Figura 14). A cada
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24 h foi retirada uma aliquota de 5 mL e centrifugada a 9000 rpm por 10 minutos para

obtencdo do extrato enzimatico. Os ensaios quantitativos ocorreram conforme descrito no

item 4.7.

SOLUCAO DE MANACHINI

MGSOLTHIO .- v e oo 0] g

NAHPO4.2H20 oo 0,9 g
EXtrato de 1eVedura..........cccooiviiiiiiiciee e 109
AQUa deStilaga .......c.oveeveeereeeceece e 1000 mL

Figura 14: Cultivo das dezesseis linhagens fungicas Amazoénicas por fermentagdo submersa utilizando palha
de trigo como indutor.
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4.9 Curva de producéo das enzimas celuloliticas e xilanolitica

Apo6s a avaliacdo dos resultados quantitativos obtidos pela FS (item 4.8), foi
selecionado um fungo com melhor desempenho nas produgdes enzimaticas e dois
substratos utilizados na FES como boas fontes de carbono. Para a curva de producdo das
enzimas envolvidas, o microrganismo selecionado foi submetido a nova fermentagéo
submersa como segue: foram adicionados 100 mL da solugcdo de Manachini
(MANACHINI et al, 1987) em erlenmeyeres de 250 mL acrescidos com 5 g do substrato
selecionado, aferindo-se o pH final para 5.0. Os erlenmeyeres foram autoclavados,
inoculados com 20 pL da suspenséo de esporos da melhor linhagem e mantidos em Shaker
por 5 dias a 30 °C e sob agitacdo de 150 rpm, sendo que para cada dia foram preparados
uma triplicata. A partir do segundo dia foi retirado uma triplicata, cada erlenmeyer foi
filtrado a vacuo com filtros millipore de 0,22 um e o extrato enzimatico recolhido em
tubos Falcon de 45 mL. Uma porg¢do de cada réplica foi separada para avaliagdo da curva
de producdo enzimética (CMCase, B-glicosidase e xilanase), utilizando-se os mesmos

procedimentos descritos no item 4.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do crescimento das linhagens fangicas nos diferentes substratos

cultivados em FES

Linhagens de Penicillium spp. — Decorridas 72 h de cultivo apos a fermentacdo em estado

solido (FES) dos dez substratos pelas 5 linhagens fungicas, verificou-se o bom crescimento
dos Pen. 1, Pen. 4 e Pen. 5 em C. Maj. e C. Max e dos Pen. 2 e Pen. 3 em Sem.Cup. Apds
192 h de cultivo todas as linhagens de Penicillium spp. apresentaram bom crescimento nos
substratos. Também foram bons substratos para estas linhagens o Sem.Cup e Sem. Maj,
principalmente apds 192 h (Tabela 3). Por outro lado, analisando a taxa de crescimento
apos 192 h de cultivo para cada fungo, percebeu-se que o Pen. 5 foi o de melhor
desempenho, obtendo bom crescimento em pelo menos 6 substratos, C. maj., C. Max., C.
Uru., C. Guar., Sem. Cup. e Sem. Maj. seguido-se os Pen. 3 e Pen. 2 com bom
crescimento em 5 substratos como observado na tabela 3.

Os resultados observados para os Penicillium spp. demonstraram que o tempo de
192 h de cultivo foi o suficiente para o crescimento e infiltracdo das hifas nos substratos
visto que a biomassa era a Unica fonte de carbono.

Tabela 3: Avaliacdo da taxa de crescimento observado para as cinco espécies de Penicillium sp. em
diferentes substratos.

Linhagens / Crescimento
Substratos in

Pen 1 Pen 2 Pen 3 Pen 4 Pen5 Cont.
natura
72h 192 h 72h 192 h 72h 192 h 72h 192 h 72h 192 h 72h 192 h

B. Cana - ++ o + + + + +
C. maj. +++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
C. Max. +++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
C. Cup. - - + +++ - - - - - +
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C. Uru. + Sist

Sem.Cup. ++ +++
Sem. Maj. ++ +++
C. Coc.
C. Guar. + ++
R. Pau Rosa

+++

++

++

+++

+++

++

+++

++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

++

++

+++

+++

+++

+++

Niveis de crescimento: - (ndo apresentou crescimento); + (baixo crescimento); ++ (médio crescimento); +++ (bom crescimento).

Basidiomicetos — Para os basidiomicetos, os niveis de crescimento se mostraram inferiores

quando comparados com 0s niveis de crescimento observados para os Penicillium spp.

(Tabela 4), mas foi possivel observar que quatro basidiomicetos obtiveram bom

crescimento apds 192 h de cultivo utilizando a C. Max. como substrato. Verificou-se

também que dos 5 basidiomicetos testados apenas o Bas. 1 obteve bom crescimento para

quatro diferentes substratos sendo C. Maj., C. Max., C. Gua e Sem.Cup. Todavia, 0 Bas. 5

foi o Unico fungo que conseguiu crescer em R. Pau Rosa detectando-se um baixo

crescimento em 72 h e médio crescimento em 192 h de cultivo.

Os resultados observados demonstraram que, com excecdo da C. Max., 0sS

substratos avaliados ndo foram boas fontes de carbono para o crescimento dos

basidiomicetos nas condi¢des experimentais aplicadas.

Tabela 4: Avaliacdo da taxa de crescimento para os 5 basidiomicetos nos diferentes substratos.

Substratos in

Linhagens / Crescimento

natura Bas 1
72h 192 h

B. Cana - -

C. maj. + +++

C. Max. + +++

C. Cup.

C. Uru. + ++

72h

Bas 2

192 h

+++

72h

Bas 3

192 h

+

+++

++

72h

Bas 4

192 h

+++

72h

Bas 5

192 h

+++

72h

Cont.

192 h
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Sem.Cup. + +++ - - - - - - - - - -

Sem. Maj. - + - - ++ +++ o - - et - -
C. Coc. - + - - - + - + - - - -
C. Guar. + +++ + ++ - - - + = - - -
R. Pau Rosa - - - - - - - - + T+ _ -

Niveis de crescimento: - (ndo apresentou crescimento); + (baixo crescimento); ++ (médio crescimento); +++ (bom crescimento)

5.2 Avaliacdo da producdo e do procedimento de extracdo de celulases através das

analises por difusdo em agar

Através do procedimento descrito no item 4.5.1, foi possivel observar para as
linhagens e meios selecionados (figuras 15 e 16) que as atividades das enzimas da primeira
extracdo e das outras duas consecutivas foram semelhantes. Os halos translucidos que se
formaram ao redor dos cup plates mostraram-se com 0 mesmo tamanho de didmetro para
as trés extracdes de uma mesma amostra. Isto pode significar que o processo de extracao
utilizado néo foi eficiente o bastante ou € um reflexo das limitac6es deste método utilizado.
Em todo o caso esse ensaio indica que pode haver perda do rendimento se for realizada

apenas uma extracao pelo procedimento empregado.

Placa 1 Placa 2 Placa 3

Figura 15: Ensaios comparativos dos extratos enzimaticos obtidos pela FES utilizando Sem. Maj. como
substrato. Placa 1: Ensaio qualitativo da primeira extragdo (1al = Pen. 1; 2al = Pen. 2; 3al = Pen. 3; 4al =
Pen. 4; 5al = Pen. 5 e C = controle); Placa 2: Ensaio qualitativo da segunda extracdo extracdo (1a2 = Pen. 1;
2a2 = Pen. 2; 3a2 = Pen. 3; 4a2 = Pen. 4; 5a2 = Pen. 5); Placa 3: Ensaio qualitativo da terceira extracdo
(extracdo (1a3 = Pen. 1; 2a3 = Pen. 2; 3a3 = Pen. 3; 4a3 = Pen. 4 e 5a3 = Pen. 5)
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Placa 1 Placa 2 Placa 3

Figura 16: Ensaios comparativos dos extratos enzimaticos obtidos pela FES utilizando C. Uru. como
substrato. Placa 1: Ensaio qualitativo da primeira extracdo (1al = Pen. 1; 2al = Pen. 2; 3al = Pen. 3; 4al =
Pen. 4; 5al = Pen. 5 e C = controle); Placa 2: Ensaio qualitativo da segunda extracéo extracéo (1a2 = Pen. 1;
2a2 = Pen. 2; 3a2 = Pen. 3; 4a2 = Pen. 4; 5a2 = Pen. 5); Placa 3: Ensaio qualitativo da terceira extracdo
(extracdo (1a3 = Pen. 1; 2a3 = Pen. 2; 3a3 = Pen. 3; 4a3 = Pen. 4 e 5a3 = Pen. 5)

5.3 Avaliagdo qualitativa da produgéo de celulase

Apbs o periodo de incubacdo das placas de Petri nos ensaios de avaliagdo dos
extratos das linhagens estudadas em diferentes substratos e depois de coradas com
vermelho congo (item 4.6), foi possivel observar a formacao de halos translicidos ao redor
dos cup plates para a maioria das linhagens de Penicillium spp. testadas e para alguns
basidiomicetos (Tabela 5). Deve-se considerar que esses resultados ndo indicam que o0s
demais basidiomicetos testados ndo produzam celulases, pois a observacdo de halo
depende de varios fatores além do material que compde o0 meio de cultura a ser utilizado no
método. Por outro lado, segundo NEIROTTI E AZEVEDO (1988) as substancias quimicas
presentes no meio de cultura podem levar a resultados falso-positivos, pois elas podem
interferir no corante, além de inibir as ligagcBes destes com os polissacarideos ou até
mesmo levar o corante a sua precipitagéo.

Os maiores valores observados foram para o Pen. 2 com os didametros dos halos de:
3,50 cm para C. Max, 3,30 cm para C. Cup. e C.Maj. e 3,00 cm para B.Cana. Didmetros de
halos acima de 2,0 cm foram observados para o Pen. 5 quando cultivado em C. Maj., C.
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Max. e B. Cana., para o Pen. 3 quando cultivado em C. Max. e C. Gua. e paraos Pen. 1, 2
e 4 quando cultivados em C. Gua. Este método foi utilizado por ser rapido e de féacil
verificacdo quanto a producdo de celulases, embora precise ser confirmado por outras

metodologias devido as limitagdes discutidas no paragrafo precedente.

Tabela 5: Producdo de celulase pelas linhagens de Penicillium spp. e Basidiomicetos cultivados em dez
diferentes substratos.

Substratos Med Penl Pen2 Pen3 Pen4 Pen5 Basl Bas2 Bas3 Bas4 Basb

C. Cup. @h - 3,30 = - - - - = - -
Sem.Cup @h 1,41 1,48 1,60 - 1,78 1,03 - - - -

C. Maj. @h 180 330 190 160 250 0,70 = - - -

Sem. Maj. @h 1,82 1,90 151 1,90 1,04 0,78 - 2,07 - 1,52
C. Max. %)) 1,30 3,50 2,20 1,70 2,30 - 1,00 0,80 - 1,10
C. Uru. oh 128 169 123 107 069 0,82 - - 0,88 -
C. Coc. @h = = = = - - - - - -
C. Gua. h 2,17 2,35 2,25 2,15 1,80 1,62 1,30 - 0,79 -
REOF;ZU @h _ ; _ - - - = - - 1,10
B. Cana h - 3,00 - - 2,30 - - - - -

'Medicdo: @h = Diametro do halo (cm), (-) ndo houve formacao de halos nas condicdes testadas.

A zona mais clara observada ao redor dos cup plates (Figura 17) em forma de halos
translcidos corresponde a agdo enzimatica da celulase, ou seja, a quebra do CMC pela
presenca das enzimas celulases, pois ndo houve a coloragédo com o vermelho congo o qual
se liga apenas a fibras de celulose e ndo a produtos formados pela quebra do CMC

(WOOD, 1988).
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Figura 17: Placa com meio CMC revelada com vermelho congo 0,1%. O halo transltcido (@h) indica a
acdo enzimatica celulase.

5.4 Andlises quantitativas de celulases (CMCase, B-glicosidase e FPase) e xilanase em

diferentes residuos agricolas

5.4.1 Casca e semente de cupuagu

Apds 192 h de cultivo, foi possivel avaliar a atividade enzimatica de CMCase e
xilanase dos diferentes fungos em C. Cup. (Figura 18) e Sem. Cup. (Figura 19).

Pelas produtividades de CMCase observadas em casca e semente de cupuagu, foi
possivel verificar que ambos 0s substratos levaram a producdo de CMCase pelas linhagens
de Penicillium spp. avaliadas, obtendo resultados de 2,0 e 1,5 UI/mL em C. Cup. e Sem.
Cup., respectivamente. Em trabalhos futuros esses resultados podem ser melhorados pela
modificacdo racional dos pardmetros cinéticos como pH e temperatura, da concentracdo de
substrato, entre outros. As maiores producdes de CMCase em ambos substratos foram
observadas para o Pen. 1 com 3,958 e 6,562 Ul/mL e para o Pen. 2 com 3,646 e 3,055
Ul/mL em C. Cup. e Sem. Cup., respectivamente. Vale destacar que os melhores
resultados observados nos ensaios qualitativos anteriores foram para Pen. 2 em C. Cup. e

para Pen. 3 e Pen. 5. em Sem. Cup. Na&o houve registro de atividade CMCasica para 0s
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basidiomicetos em C. Cup., porém verificou-se uma baixa atividade enzimética para o Bas.
1 em Sem. Cup. com valor igual a 1,005 Ul/mL. A atividade xilanasica em geral para 0s
meios e fungos avaliados foi menor que a atividade CMCaésica, mas valores acima de 0,15
Ul/mL foram observados em C. Cup e acima de 0,50 Ul/mL em Sem. Cup para os Pen. 1 e
Pen. 2. A maior produgdo dessa enzima foi apresentada pelo Pen. 2 com 1,824 Ul/mL em

Sem. Cup.

Figura 18: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fingicas avaliadas em casca de cupuagu.

500 -
4,50
4,00 Casca de cupuagu

3,50 |
300 |
2,50
20 = CMCase
1,50 = Xilarase
1,00 |
050 |
o0 | em_HNB N N W S

T

Pen.l Pen2 Pen3 Pend Pen5 DBas.l Bas.2 PBas.3 Bas 4 Bas5

Atde Ul/mL

Linhagens

A producéo das enzimas p-glicosidase e FPase em geral néo foi elevada. Os valores
mais significativos de B-glicosidase foram obtidos para os quatro primeiros Pencillium spp.
em C. Cup (Figura 20) e para os dois primeiros Penicillium spp. em Sem. Cup. (Figura 21).
A produgdo de B-glicosidase foi maior em Sem. Cup. com atividade igual a 0,013 Ul/mL

para Pen. 1.
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Figura 19: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens flingicas avaliadas em semente de cupuagu.
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6,00
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Pen.1 Pen.2 Pen3 Pend Pen5 Bas.l DPBas.2 DPBas.3 PBas.4 Bas.5
Linhagens

Atde Ul/mL

Dentre os 5 basidiomicetos avaliados, apenas para o Bas. 1 foi observada producéo
de B-glicosidase, com 0,004 Ul/mL em Sem. Cup., porém este valor é desprezivel quando
comparado com os valores observados para os Penicillium spp. Atividades de FPase foram
verificadas somente para Pen. 1 com valores que atingiram 0,014 e 0,019 Ul/mL para C.
Cup e Sem. Cup., respectivamente (Figura 21).

Pelos resultados observados para ambos os substratos utilizados, foi constatado que
a C. Cup. apresentou-se como o melhor substrato na producédo das celulases CMCase e B-

glicosidase, e a Sem. Cup. como o melhor substrato para xilanase.
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Figura 20: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fingicas avaliadas em casca de cupuagu.
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0,014 4 Casca de cupuagu
0,012
0,010

0,008

Atde Ul/mL

0,006 ® (-glicosidase

0.004 - mFPase

0,002 4

0,000

Pen.l Pen2 Pen3 Pend4 Pen5 Bas.l Bas 2 PBas.3 Bas.4 Bas.5

Linhagens

Figura 21: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fingicas avaliadas em semente de cupuagu.
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5.4.2 Casca e semente de maracuja

As figuras 22 e 23 apresentam as atividades em casca e semente de maracuja (C.
Maj. e Sem. Maj.). Dos 5 Penicillium spp. avaliados, pelo menos quatro foram eficientes
na producdo das enzimas CMCase e xilanase, com destaque para o Pen. 2 o qual obteve a

maior atividade CMCésica de 13,444 Ul/mL, seguido do Pen. 3 com 7,061 Ul/mL, ambos
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em C. Maj. O resultado apresentado pelo Pen. 2 confere com o resultado obtido no ensaio
qualitativo em que foi observado para a mesma linhagem o maior didmetro de halo em C.
Maj. No entanto, 0 mesmo néo foi observado para o Pen. 3, visto que este foi o terceiro a
obter o maior halo observado em C. maj. (Tabela 5). As atividades enziméticas de CMcase
em Sem. Maj. foram menores que em C. Maj., com resultados que variaram entre 1,2 e 2,5
Ul/mL para os Penicillium spp. Com relacdo aos basidiomicetos, percebeu-se que trés
deles foram capazes de produzir em Sem. Maj ndo somente celulases, mas tambem
xilanase.

De acordo com o0s resultados observados, foi possivel verificar as maiores
producdes das enzimas celuloliticas em casca de maracuja quando comparados com 0s
resultados observados na semente, resultados estes que conferem com a literatura onde
confirma grande quantidade de carboidratos nas cascas. Segundo Oliveira et al. (2002) as
cascas sdo constituidas basicamente por carboidratos (8,23 %), proteinas (1,07 %) e
pectinas, o que possibilita o aproveitamento das mesmas para fabricacdo de doces.

Para a atividade de xilanase, as maiores producgdes foram conferidas em Sem. Maj.
quando comparadas com os resultados observados na casca. Todas as linhagens de
Penicillium spp., bem como os mesmos basidiomicetos que apresentaram atividade
CMCasica, apresentaram os melhores resultados para xilanase.

A maior producdo enzimatica em Sem. Maj. foi observada para o Pen. 1 com 1,663
Ul/mL e a menor para o Pen. 2 com 0,247 Ul/mL. Valores de atividade enzimatica na

ordem de 0,50 UI/mL foram observados para Pen. 2 e Pen. 5 quando cultivados em C. Maj.
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Figura 22: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fungicas avaliadas em casca de maracuja.
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Figura 23: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens flngicas avaliadas em semente de maracuja.
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As atividades de B-glicosidase e FPase (Figs. 24 e 25) constatadas em casca de
maracuja foram tdo baixas quanto as observadas em casca e semente de cupuagu, com
valores entre 0,004 a 0, 020 UlI/mL para ambas as enzimas. Em Sem. Maj., as atividades
expressas ficaram abaixo de 0,008 Ul/mL. Comparativamente, a semente de maracuja é
um melhor substrato para a produ¢do de CMCase, B-glicosidase e xilanase e a casca de

maracuja para producdo FPasica.
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Figura 24: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fungicas avaliadas em casca de maracuja.
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Figura 25: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fingicas avaliadas em semente de maracuja.
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5.4.3 Casca de macaxeira

A Figura 26 mostra a produgdo de CMCase e xilanase pelos dez fungos avaliados.
A producgdo enzimatica de CMCase estabelecida ap6s 192 h de fermentacdo em estado
solido foi relevante para todas as linhagens de Penicillium spp. e para trés basidiomicetos.
Pen. 2 e Pen. 3 expressaram as maiores atividades com 3,924 Ul/mL e 2,825 Ul/mL,

respectivamente, resultados coerentes com os apresentados pelos ensaios qualitativos, em
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que ambos apresentaram excelentes atividades, tendo o Pen. 2 apresentado o maior halo
(Tabela 5).

Em contraste, foram verificadas baixas atividades de xilanase pelas linhagens
ensaiadas em C. Max., com resultados bem menos significativos que na producdo de
CMCase, porém relevantes quando comparados com as atividades observadas
anteriormente para 0s demais substratos. A maior atividade de xilanase foi observada para

o Pen. 4 com 0,966 Ul/mL.

Figura 26: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fingicas avaliadas em casca de macaxeira.
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De acordo com a figura 27 foi possivel verificar alguma atividade de B-glicosidase
em trés linhagens do género Penicillium e dois basidiomicetos. A atividade enzimatica se
mostrou linear paras as trés linhagens de Penicillium spp. com valores préximos a 0,006
Ul/mL. Das dez linhagens avaliadas quanto a producdo de FPase, apenas duas mensuraram
atividade enzimatica. Pen. 1 e Bas. 2 registraram producdo de 0,010 e 0,003 Ul/mL,
respectivamente. Com os resultados acima descritos foi possivel inferir que a C. Max. é um

melhor substrato para CMCase e xilanase que para -glicosidase e FPase.
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Figura 27: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fingicas avaliadas em casca de macaxeira.

0,020 .
Casca de macaxeira
0,015 -
g 0010 w 3-glicosidase
3 010+ m FPase
=
Z
0,005 -

0,000 - - - . . : - . .

Pen.l Pen.2 Pen3 Pend Pen5 PBas. | Pas.2 Bas.3 Bas.4 Bas 5

Linhagens

5.4.4 Casca de guarana

As atividades de CMCase e xilanase produzidas pela biodegradacdo da C. Gua.
estdo apresentadas na figura 28. Houve producdo enzimatica de CMCase em no minimo
sete linhagens avaliadas, quatro de Pencillium spp. e trés de basidiomicetos. O Pen. 1
apresentou a maior producdo com atividade igual a 1,935 Ul/mL, embora esta linhagem
tenha sido a terceira no teste qualitativo de difusdo em agar (Tabela 5). As atividades
CMCasicas das demais linhagens foram da ordem de 1,4 a 0,8 Ul/mL. Sete linhagens
também conseguiram produzir xilanase, com resultados mais elevados aos de CMCase
para quatro dessas linhagens.

A mesma linhagem com maior producdo CMCasica (Pen. 1) também obteve a
maior producdo xilanésica com atividade igual a 3,013 Ul/mL. As demais apresentaram

atividades que variaram entre 2,109 e 0,237 Ul/mL.
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Figura 28: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fungicas avaliadas em casca de guarana.
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Quanto a atividade de p-glicosidase, seis linhagens expressaram producao

enzimatica nesse substrato (Figura 29): trés Penicillium spp. e trés basidiomicetos. Todas

obtiveram atividade celulolitica de 0,004 a 0,006 Ul/mL.

Figura 29: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens fungicas avaliadas em casca de guarana.
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Dentre as seis linhagens, trés conseguiram expressar atividade FPasica: a Pen. 1 e

dois basidiomicetos. A atividade FPasica observada foi na ordem de 0,011 para o Bas. 1 e
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0 Pen. 1. e de 0,003 para o Bas. 4. Para a maioria das linhagens cultivadas os resultados
revelaram que a casca de guarana € um substrato mais acessivel e de maior rendimento

para a produc¢do de CMCase e xilanase que para B-glicosidase e FPase.

5.4.5 Casca de urucum

As atividades de CMCase e xilanase foram expressas pela maioria das linhagens
avaliadas, com excecdo dos Bas. 1, 3 e 5 (Figura 30). A producdo de CMCase foi melhor
para as 5 linhagens de Penicillium spp., com atividades entre 4,773 e 6,685 Ul/mL. A
maior atividade foi expressa pelo Pen. 4, o qual no entanto foi a segunda linhagem nos
ensaios de difusdo em agar. Essa mesma linhagem de Penicillium sp. (Pen. 4) também
apresentou a maior atividade xilanasica, com 5,302 Ul/mL, seguida do Pen. 5 com 4,352

Ul/mL. Os demais Penicillium spp. apresentaram atividades entre 1,768 e 0,543 Ul/mL.

Figura 30: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fingicas avaliadas em casca de urucum.
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Atividades de B-glicosidase e FPase abaixo de 0,02 Ul/mL foram observadas para
0s 5 Penicillium spp. (Figura 31). A maior producdo de FPAse foi expressa para o Pen. 1

com atividade igual a 0,017 Ul/mL enquanto que a menor producdo foi observada para o
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Bas. 4. Apesar das baixas atividades de B-glicosidase e FPase, este substrato foi a Unica
fonte de carbono que levou a produgéo das trés celulases pelas 5 linhagens de Penicillium
spp. avaliadas, assim destacando-se como boa fonte de carbono para a otimizacdo da

producéo celulolitica por este género de fungos.

Figura 31: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens flngicas avaliadas em casca de urucum.
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5.4.6 Bagaco de cana de agucar

Sabendo que o bagaco da cana de agucar contém cerca de 50% de celulose, 25% de
hemicelulose e 25% de lignina (PANDEY et al., 2000) e que pode ser utilizado na
producdo de enzimas de alto valor agregado (VALASKOVA E BALDRIAN, 2006), este
também foi utilizado para avaliar a producdo de celulases e xilanase pelas linhagens
selecionadas. Pelos ensaios quantitativos percebeu-se atividade CMCasica somente para
linhagens de Penicillium spp., e apenas um destes Penicillium sp. produziu xilanase
(Figura 32).

A maior producdo CMCasica foi registrada para o Pen. 2 com atividade igual a
4,793 Ul/mL. Esta mesma linhagem apresentou o maior halo nos ensaios qualitativos
(Tabela 5). A produgdo das celulases B-glicosidase e FPase foi observada apenas para o

Pen. 1 com atividades de 0,006 e 0,002 Ul/mL, respectivamente (Figura 33).
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Pelos resultados é possivel inferir que a baixa producdo de xilanase pode estar
relacionada ao baixo percentual de hemicelulose neste substrato, pois a sua composi¢ao
chega a metade da composi¢do de celulose apresentada em residuos de bagaco de cana,
logo pela grande quantidade de celulose existente neste substrato houve maior degradagéo
da celulose no espaco de tempo de cultivo para esse ensaio, espaco de tempo que pode ndo

ter sido o suficiente para observar a producédo de xilanase.

5.3.7 Residuo de pau rosa

Apesar de ndo existir relatos sobre a producdo de celulases e xilanases pela
degradacdo de residuos de pau rosa, 0 ensaio quantitativo revelou a producdo de CMCase
por uma linhagem avaliada. O Bas. 5 foi o Unico fungo a produzir essa enzima com
atividade igual a 1,029 Ul/mL. Nao houve producdo de xilanase, B-glicosidase e FPase

pelas demais linhagens avaliadas.

Figura 32: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens fungicas avaliadas em bagaco de cana

de agulcar.
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Figura 33: Atividades de B-glicosidase e FPase das linhagens flngicas avaliadas em bagaco de cana de
acucar.
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Sabe-se que o pau rosa € muito utilizado nas industrias de perfumaria por produzir
0leo essencial distinto, composto de aproximadamente 87% de linalol na madeira. Este
terpeno pode ser um dos principais responsaveis pela resisténcia destas arvores em campo,
contudo monoculturas para extracdo do 6leo essencial tem sofrido com a acdo de fungos e
insetos Xil6fagos. A extracdo do 6leo gera no minimo 80% ou mais de residuos que sdo de
dificil degradacéo, pois sdo oriundos do lenho, principal produtor dos 6leos essenciais.

A deteccdo de CMCase pelo basidiomiceto 5 é bastante coerente, uma vez que 0
mesmo também apresentou um médio crescimento neste substrato (Tabela 4) e uma
producdo qualitativa para celulase de @h = 1,10 cm no teste de difusdo em agar. E
possivel que a producdo enzimética em residuo de pau rosa dependa, além da otimizacao
de pardmetros como temperatura, umidade e pH, da eliminagdo completa de seus
componentes volateis. Por outro lado, a selecdo de novos basidiomicetos pode ser a
solucdo para a producdo enzimatica neste substrato.

Um outro elemento que pode também justificar o ndo crescimento das outras

linhagens fungicas é a composicao deste residuo, que in natura é uma madeira compacta

67



com massa especifica aparente de 0,70 a 0,80 g/cm® a 15% de umidade (CARVALHO,
1994). Essa alta densidade pode ser resultado de uma alta concentragdo de lignina e 0s
basidiomicetos sdo bons produtores de lignases o que corrobora com a hipotese que 0s
outros fungos avaliados ndo eram bons produtores de lignases e por esse motivo néo

cresceram.

Figura 34: Atividades de CMCase e xilanase das linhagens flngicas avaliadas em residuo de pau rosa.
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5.4.8 Casca de coco

Alguns relatos quanto a producéo de celulases e xilanase foram descritos utilizando
casca de coco como substrato. COELHO et al. (2001) investigaram a producdo de varias
enzimas e obteveram resultados de producdo maxima na faixa de 24 a 96 horas, 0 que
correspondeu ao tempo de producao industrial corrente.

Neste trabalho ndo ocorreu producdo enzimatica utilizando casca de coco como
substrato. Um dos fatores que pode ser responsavel pela falta de producdo enzimaética é a
alta umidade que contém na casca de coco, que mesmo apesar de favorecer o crescimento

deles neste caso dificultou a oxigenacdo do meio e conseqiientemente o crescimento do

68



microrganismo. Algumas formas de favorecer o crescimento dos micro-organismos séo a
realizacdo de uma pré-secagem do substrato ou até mesmo a utilizagéo simultanea de outro
substrato como, por exemplo, o farelo de trigo, pois em contato com esse tipo de residuo
ocorrerd a diminuicdo de umidade das fibras de coco e com isso melhorar a oxigenacéo do

meio.

5.5 Comparacédo da producéo de celulases e xilanase pelas linhagens avaliadas nos

diferentes substratos

5.5.1 Atividade celulolitica CMCase

Apds 192 h de cultivo foi possivel avaliar a atividade enziméatica de CMCase dos
diferentes fungos em quase todos os substratos testados (Tabela 6 e Figura 35), com
excecdo da casca de coco em que ndo houve producdo enzimatica e do R. Pau Rosa com
apenas um fungo produtor de CMCase. Comparando-se os diferentes substratos, percebeu-
se que a C. Max. foi o substrato que levou a maior quantidade de fungos a producdo da
enzima CMCase alcancando valores de atividade enzimatica entre 1,026 a 3,924 Ul/mL,
seguidos dos substratos C. Maj., C. Guar. e C. Uru.

Analisando a producdo de CMCase de todas as linhagens avaliadas nos diferentes
substratos foi detectado o Pen 02 como o melhor produtor dessa enzima alcangando
atividade igual a 13,444 Ul/mL em C. Maj. Esta atividade foi quase o dobro da atividade
apresentada pelo segundo melhor produtor dessa enzima com 7, 061 Ul/mL registrado para
0 Pen. 3 quando fermentado no mesmo substrato (C. Maj.).

Quanto a curva de producdo enzimatica das 16 linhagens em FS com palha de trigo
(item 4.8), observou-se que as 5 linhagens de A. niger obtiveram os maiores resultados

(Tabela 7 e Figura 36), sendo estes registrados no 5° dia de cultivo. A maior atividade
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CMCasica foi verificada pelo A. niger 4 com resultado igual a 22,237 Ul/mL, seguido do
A. niger 3 com 22,211 UIl/ mL. A curva de produ¢do enzimatica observada para os A. niger
se mostrou crescente durante todo o tempo de cultivo, com excegdo do A. niger 1 onde
houve um decréscimo no 4° dia.

As linhagens do género Penicillium tiveram resultados acima de 2,50 Ul/mL no 3°
dia de cultivo, sendo 2,659 Ul/mL para o Pen. 3; 2,777 Ul/mL para o Pen. 5 e 3,023
Ul/mL para o Pen. 4. O Pen. 1 demonstrou uma atividade de 5,388 Ul/mL no 2° dia de
cultivo, o melhor resultado de atividade de CMCase quando comparados com 0s demais
Penicillium spp. para este ensaio. A Curva de producdo enzimatica apresentada por estes
fungos manteve-se crescente ate o 3° dia, com exce¢do do Pen. 1 que apresentou um
decréscimo no 3° e 4° dia.

Vale ressaltar que dos dezesseis fungos utilizados na fermentacdo submersa com
palha de trigo, dez foram testados no processo de fermentacdo em estado sélido utilizando
residuos agricolas como substrato, sendo 5 fungos do género Penicillium e 5

basidiomicetos.
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Tabela 6: Resultados das atividades enzimaticas de CMCase em Ul/mL dos dez fungos fermentados em estado sélido em diferentes substratos.

Atividade enzimatica CMCase (UL/mL)

Linh.

Subst. Bas. 1 Bas. 2 Bas. 3 Bas. 4 Bas. § Pen. 1 Pen. 2 Pen. 3 Pen. 4 Pen. 5
C. Cup - - 3,058 + 0,111 3,646 + 0,150 2,441 + 0,195 3,200 + 0,260 1,938 + 0,111
C. Maj. 1,004 + 0,009 - - 1,503 + 0,213 i 0,301 i 0,311 1,325 + 0,121 1,606 + 0,134
C. Max. 1,282 + 0,031 1,026 + 0,017 - 1,032 + 0,005 1,606 + 0256 3924 + 0,135 2825 + 0240 2236 + 0,391 1,111 + 0,076
B. Cana - - 1,861 + 0,022 4,793 + 0,152 1,154 + 0,085 2,194 + 0,193 2313 £ 0,100
Sem. Maj. 1,003 + 0,007 - 1,106 £ 0,013 - 1,086 + 0,023 2,521 + 0,122 2,488 + 0277 2,671 £ 0,139 1,913 + 0,362
Sem. Cup. 1,005 + 0,002 . - [6:562]+ 0,187 3,055 + 0337 - 1,584 + 0259 3,043 + 0,517
C. Coc. = = = = =
C.Guar. 1,055 + 0,002 1,205 + 0,037 1,038 + 0,010 1,935 + 0,030 0,888 + 0,037 1,407 + 0,167 0,927 + 0,014 -
C. Uru. 1,002 + 0,002 - 1,029 + 0,018 + 0,831 0,139 [4.254] + 0229 [6.686]+ 0,113 0,277
R.PauRosa = = 1,029 + 0,005 = = =

(-) Ndo houve atividade enzimética de CMCase.
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Tabela 7: Resultados das atividades enzimaticas de CMCase em UI/mL dos dezesseis fungos em fermentacdo submersa utilizando palha de trigo.

T. de Cultivo
1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Linh.

Bas. | 0,172 £ 0,002 0.172 £0.002 0294 + 0.043 0,190 £ 0.004  0.189 + 0,003
Bas. 2 - 0,632 £ 0.005 0412+ 0,050 0421 £0.001 0404 + 0,007
Bas. 3 0,127 £ 0.012 0.168 £ 0,005 0301 + 0086 0218 £0.018  0.154 + 0,030
Bas. 4 0,123 £ 0.005 0.121 £0.002 0.171 + 0,024 0568 £0.050  3.414 + 0.162
Bas. 5 - 0,558 £ 0.011 0651 + 0,013 0,641 £0.020 0477 + 0,007
A.niger 01 0,307 + 0,000 1121 £0009 5474 + 0417 3,698 + 0404 22207 + 1,049
A.niger 02 0,173 £ 0.019 1.187 £0.109 6,733 = 0,544 18551 £0.194 21.742 = 0,130
A.niger 03 0,183 £ 0,004 1042 £ 0,059 3,069 + 0047 16,026 + 1.135 [22.211]+ 0,300
A.niger 04 0,170 £ 0.008 1803 +0.093 8436+ 0330 19.885 = 0.679 [22.237]+ 0.149
A.niger 03 0.184 + 0,008 2349 +0.124 0558  15.196 + 0598 21,086 + 0.347
Pen. I 0,355 £ 0.006 [ 5388]+ 0456 3,507 + 0,048 2024 £0.739 4,998 + 0,258
Pen. 2 0,128 £ 0.004 0469 +0.081 1244+ 0059 0973 £0.023 3.171 £ 0,179
Pen. 3 0484 + 0,013 2349 + 0.668 0.268 1.781 + 0,167  2.535 = 0,151
Pen. 4 0389 + 0,006 1512 +0.072 0,313 1.217 £ 0,007  1.387 + 0.019
Pen. § 0343 + 0,008 2.673 +0.124 0.178 1397 £0.102  2.149 + 0.139
Colletotrichum 0,146 = 0,010 0304 £0,009 2396+ 0276 3475 £0346  3.849 + 0,121

(-) N&o houve atividade enzimatica de CMCase.
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Figura 35: Producdo de CMCase por dez fungos testados em FES utilizando diferentes substratos.
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Figura 36: Producdo de CMCase por dezesseis fungos testados em FS utilizando palha de trigo.

5.5.2 Atividade celulolitica p-glicosidase

A producéo de B-glicosidase, uma celulase que hidrolisa a celobiose formando duas
moléculas de glicose (MARTIN et al., 2006), foi expressa pela maioria das linhagens
cultivadas pela FES nos dez diferentes substratos (Tabela 8). As maiores atividades foram

apresentadas pelo Pen. 2 com em C. Maj. em Sem. Cup. (Figura 37). De todos os
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substratos avaliados, apenas dois conseguiram induzir no minimo 6 fungos que foi a Sem.
Maj. e a C. Guar. Entretanto, o B.Cana induziu apenas um fungo para a producdo da
referida enzima.

Os resultados obtidos para alguns fungos cultivados em FS foram superiores a
0,050 UI/mL (Tabela 9), sendo A. niger e Penicillim spp. registrados com 0s maiores
valores de B-glicosidase. As maiores atividades enzimaticas observadas foram de 0,341
Ul/mL para o Pen. 2 no 5° dia de cultivo e 0,336 Ul/mL para Pen. 5 no 4° dia de cultivo.
As maiores atividades de B-glicosidase relatadas por basidiomicetos foram observadas pelo
Bas. 3 com 0,083 UI/mL no 4° dia de cultivo e Bas. 4 com 0,072 Ul/mL no 5° dia de
cultivo.

Avaliando a curva de producdo de B-glicosidase desses fungos (Figura 38),
percebeu-se que ela permaneceu crescente para trés diferentes A. niger e trés diferentes
Penicillium spp. A producgéo de B-glicosidase também foi verificado para o fungo controle
Colletotrichum com atividade de 0,268 Ul/mL no 5° dia de cultivo. Este fungo mostrou
baixas atividades de CMCase, porém obteve valores de -glicosidase mais elevados que os
valores descritos pelos Penicilium spp.

Sabe-se que um dos fatores que afeta a producéo da enzima € o meio de cultivo, por
exemplo, meio de cultivo com pH elevado pode contribuir para o aumento da produgéo
desta enzima. Experimentos futuros com estas linhagens devem considerar a otimizagdo do
pH, o que deve contribuir para melhores valores de atividades de [-glicosidase que 0s

aqui observados.
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Tabela 8: Resultados das atividades enzimaticas de -glicosidase em Ul/mL dos dez fungos fermentados em estado s6lido em diferentes substratos.

v idnde ensimiticn B Clicosid
Subst.
C. Cup
C. Maj.
C. Diax.
B.Cana
Sem. Maj.
Sem. Cup.
C.Coc.
C. Guar.

C.Un.

C.Pau
Fosa

{-) Wao houve atividade enzimatica de f-Glicosidase.
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Tabela 9: Resultados das atividades enzimaticas de B-glicosidase em Ul/mL dos dezesseis fungos em fermentacéo submersa utilizando palha de trigo.

TI. de Cultive

Lo 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Bas. 1 0,007 + 0,001 0007 + 0,002 0014 + 0,004 0012 +0001 0,006 + 0,001
Bas. 2 0,003 £ 0,003 - 0.006 + 0,002 0007 £0.001 0001 £ 0,000
Bas. 3 0.021 £ 0,003 0022 +0.006 0024 0003 [0.083]+0001 0004 = 0,001
Bas. 4 0,001 + 0,004 0015 +0.002 0004+ 0002 0012 +0001 [0.072]+ 0012
Bas. 5 0,002 + 0,001 0003 + 0,001 0002+ 0000 0008 £0002 0,004+ 0,001

Aniger 0] 0.001 + 0,000 0008 +0.001 0009+ 0000 0061 +0007 0265 0,005
Aniger 02 0.019 £ 0,002 0030 £0.003 0029+ 0002 00720010 0326 0,003
A.niger 03 0.006 + 0,003 0008 0,003 00170000 0067 £0.009 0330 0,013
Aniger 04 0,029 + 0,012 0041 £0,002 0031 +0003 0077 £0006 0333 0,003
Aniger 03 0.033 £ 0,004 0044 £ 0007 0029+ 0002 0074 £0003 0325+ 0011
Pen. ] - 0.018 £ 0001 0.079 0,006 0096 £0008 0100 0010
Pen. 2 - 0.002 + 0,001 0.019 = 0,005 0098 +0,011 [0341]+ 0,009
Pen. 3 0,001 + 0,000 0009 +0.002 0044 + 0,005 0128 £0010 0.119 + 0,011
Pen. 4 0.003 £ 0,001 0010 +0.000 0025+ 0005 0049 £ 0002  0.103 = 0,007
Pen. 5 - 0.024 £ 0003 0200+ 0,012 [0336]+0014 0111 + 0,009
Colletotvichum 0015 £ 0004 0018 £0.002 0029 + 0,002 0222 0011 [0268]+ 0.012

(-) Nao houve atividade enzimatica de [i-Glicosidase




0,020

0,015 A

2

B Baz ()
B Basz (2

Bas (3
B Bas (4

0,010
B Bz (5
B Fenn
B Fen 02
0,005 B FPen (3
T
B P 04
B Fern s
0,000 T T T T T T T T T

C.Cup C Maj. CMax B. Cana Sem Maj Sem Cup. C Coc. C Guar. C Uru.  C Fau
Fnos=a

Atde PB-Glicosidase Ul/mL

Subsirates
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Figura 38: Produgdo de B-glicosidase por dezesseis fungos testados em FS utilizando palha de trigo.
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5.5.3 Atividade celulolitica FPase

A producdo da enzima FPase pelos 10 fungos cultivados nos 10 diferentes
substratos em FES estd apresentada na Figura 39. A maior producdo dessa enzima foi
obtida quando se utilizou C. Maj. como substrato solido atingindo valor igual a 0,018
Ul/mL e quando se utilizou C. Uru. com atividade de 0,015 Ul/mL, sendo os resultados
registrados para Pen. 2 e Pen. 1, respectivamente (Tabela 10). Entre os 10 fungos que
apresentaram producdo de FPase utilizando os substratos sélidos, o Pen. 1 registrou a
segunda maior atividade, porém destacou-se dos demais por ter atividade enzimética em
seis substratos testados. O Pen. 2 que apresentou as maiores atividades para CMCase ¢ -
glicosidase, ambas em C. Maj., também apresentou maior producdo de FPase neste
substrato e a segunda maior atividade em C. Uru.

Analisando os substratos, ficou evidente que a C. Uru. foi a melhor fonte de
carbono para producéo de FPase, pois induziu atividade para esta enzima em sete linhagens
(Figura 39).

Em contraste com os resultados observados na fermentacdo em estado solido, estdo
os resultados observados para FS (Tabela 11). Os fungos A. niger obtiveram os melhores
resultados para FPase, evidenciando o 5° dia de cultivo como o dia de maior produgédo
dessa enzima (Figura 40). A. niger 1 mostrou a maior atividade com 0,313 Ul/mL. Os
demais A. niger também tiveram resultados promissores, com valores que variaram entre
0,014 Ul/mL e 0,040 Ul/mL no 4° dia de cultivo e entre 0,027 Ul/mL e 0,291 Ul/mL no 5°
dia. Os valores de atividade registrados para os Penicillium spp. foram inferiores aos
observados para A. niger em palha de trigo, entretanto, o Pen. 1 mostrou atividade
enzimatica 4 vezes superior aos apresentados em alguns residuos agricolas regionais
submetidos a fermentacdo em estado solido, registrando 0,046 Ul/mL no 5° dia de cultivo.

Conforme os valores observados nos ensaios realizados por FES e FS, verificou-se que a
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presenca de atividade CMCase ocorre com baixa produtividade simultanea de FPase,
podendo haver alguma correlacdo neste fato ou ser apenas coincidéncia.

Com relacdo a curva de producdo, observou-se um aumento gradual da
produtividade FPasica até o 3° dia de cultivo para os A. niger 1, 2, 4 e 5, registrando-se
decréscimo no 4° dia. Para o A. niger 3, o decréscimo ocorreu no 3° dia. De acordo com
FLACHNER et al. (2004) e LESCHINE et al. (1995), o decréscimo da atividade
enzimatica FPase provavelmente esta ligada a escassez de fonte de alimentos cruciais ao
metabolismo e/ou acumulo de metabolitos secundarios como glicose e celobiose
provocando com isso a inibi¢do enzimatica.

Muitas investigacGes ja foram feitas com relacdo a atividade enzimatica de
celulases utilizando diferentes fungos, diferentes substratos e diferentes tipos de
fermentacdo. KUHAD E SINGH (1993) e KIM et al. (1998), por exemplo, evidenciam a
boa producdo de enzimas celuloliticas por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium.
Outros estudos mostraram que a producdo de celulase pode ser promissora para outros
fungos investigados como Humicola fuscoatra (RAJENDRAN et al., 1994) e Tricohderma
harzianum (Mes-Hartree et al., 1988).

Resultados abordados por ACHARYA et al. (2008) retrataram a otimizacdo da
producdo de CMCase por A. niger utilizando p6 de serra como substrato. Nesse estudo
utilizaram FS para o crescimento do A. niger e po de serra pré-tratado com NaOH em
diferentes concentracdes e encontraram valor maximo para CMCase de 0,181 Ul/mL
quando utilizaram 9,6% de po de serra tratado com NaOH 2N. Valores superiores ao de
ACHARYA foram encontrados para os 5 A. niger e os 5 Penicillium spp. avaliados neste
trabalho quando fermentados com solucdo de sais e 5% de palha de trigo assim como
quando realizou-se FES com 5% de residuos agricolas regionais. Os 5 fungos do género

Penicillium apresentaram valores acima de 1,00 Ul/mL quando fermentados em C. Cup.,
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C. Maj., C. Max., B. Cana e C. Uru. Bem superior ainda, foram os 5 fungos do género
Aspergillus cujas atividades ultrapassaram 20 Ul/mL no 5° dia de cultivo.

Ha relatos que fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Bacillus, Streptomyces,
Mucor e Rhizopus se destacam quanto a producdo de B-glicosidase, porém dentre estes, o
A. niger destaca-se como o melhor produtor dessa enzima (FADEL, 2000; CHAUVE et al.
2010). Os ensaios com palha de trigo confirmam estes relatos, pois 0s maiores resultados
também foram observados para 0s A. niger.

GOMATHI et al. (2012) avaliou a producdo de CMCase ao cultivar A. flavus em
meio liquido Czapek Dox e farelo de trigo como substrato e obteve atividade maxima no
3° dia de fermentacdo com 1,23 Ul/mL. Nas condicGes de ensaio do presente trabalho as
linhagens de A. niger endofiticas atingiram o auge de producdo de CMCase no 5° dia de
cultivo em FS e os Penicillium spp. com valores acima de 1,00 Ul//mL para diferentes
FES, demonstrando valores 17 e 13 vezes, respectivamente, superior ao encontrado por

GOMATHI (2012).
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Tabela 10: Resultados das atividades enzimaticas de FPase em Ul/mL dos dez fungos fermentados em estado sélido em diferentes substratos.

Atividade enzimatica FPase

Subs t_““h' Bas 01 Bas 02 Bas 03 Bas 04 Bas 05 Pen 01 Pen 02 Pen 03 Pen 04 Pen 05
C. Cup i - i - i 0,011 £ 0,001 i - : -
C.Maj. 0,004 +0,001 - . - . 0,009 + 0,001 [0.018]+ 0,000 0,010 + 0,001 : -
C. Max. . 0,003 + 0,000 . - - - 0,009 + 0,000 - : -
B. Cana . - . - . - 0,002 £ 0,000 - : -

Sem. Maj. 0,001 + 0,000 - 0,001 + 0,000 - . 0,002 + 0,000 . - : -

Sem. Cup. = = = = = 0,012 £0,001 = = = =
C. Coc. - = - = - = - = - -
C. Guar. . - . - . 0,010 + 0,000 . - : -
C.Uri. 0,003 +0,001 - . 0,002 + 0,001 - 0.015+ 0,001 0,014 + 0,001 0,006 +0,000 0,007 + 0,000 0,005 + 0,001
R. Pau _ ) _ ) _ _ _ _ _ )

Rosa

(-) Ndo houve atividade enzimatica de Fpase.



Tabela 11: Resultados das atividades enzimaticas de FPase em Ul/mL dos dezesseis fungos em fermentacdo submersa utilizando palha de trigo.

T deCultivo 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Linh.
Bas. I - - - - -
Bas. 2 - - - - -
Bas. 3 - - - - -
Bas. 4 - - - - 0088 £ 0010
Bas. 3 - - - - 0001 £ 0000
Aniger 01 - - 0.153 = 0.013 0.040 £ 0020 |[0.313] = 0,007
A.niger 02 - - 0.074 + 0.015 0.014 £0003 0271 = 0010
A.niger 03 - 0.140 £ 0006 0,087 £ 0,018 0.021 £0000 0290 = 0012
A.niger 04 - - 0.071 + 0.015 0,021 + 0,003 + 0011
A.niger 05 - - 0,086 = 0,015 - 0,269 £+ 0015
Pen. I - 0.016 + 0.001 - 0.026 £ 0009 0046 = 0,004
Pen. 2 - - - - -
Pen. 3 - - 0.014 £+ 0.002 0.001 £0.004 0007 = 0,000
Pen. 4 - - 0.017 £+ 0.005 0.021 + 0,002 -
Pen. § - - - 0,001 = 0,000 -
Collerotrichum - - 0.053 = 0.007 0.087 £0006 0,103 = 0012

(-) Nio houve atividade enzimatica de Fpase
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Figura 40: Producédo de FPase por dezesseis fungos testados em FS utilizando palha de trigo.
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Fatores que vao desde as caracteristicas do substrato, tipo de microrganismos,
condicdes operacionais e até a natureza do sistema enzimatico sdo de grande importancia,
pois sdo eles que colaboram para eficacia da hidrdlise da celulose. Dessa forma se torna

limitada a comparacao direta dos resultados de diferentes estudos.

5.5.4 Atividade Xilanolitica

Ao contrério do que foi observada para producéo de celulases por FES, a producéo
de xilanase nas mesmas condicdes (FES) ndo foi expressiva (Tabela 12), porém os maiores
valores de atividade xilanolitica foram de 5,118 Ul/mL e 4,352 Ul/mL em C. Uru. para
Pen. 4 e Pen. 5, respectivamente. C. Cup., C. Maj. e C. Max. mostraram-se como as fontes
de carbono menos apropriados para producdo de xilanase (Figura 41). Ndo foi possivel
observar a producdo de xilanase quando se utilizou C. Coc. e R. Pau Rosa como substrato,
todavia percebeu-se a producdo desta enzima em oito diferentes substratos testados.

De todos os fungos que apresentaram atividade enzimatica pela FES, apenas o Pen.
1 apresentou atividade xilanolitica nos oito substratos avaliados, tendo sua maior producéao
igual a 3,012 Ul/mL ao utilizar C. Gua. como fonte de carbono. De todos os substratos
avaliados, a C. Max. foi a fonte de carbono que induziu a maior quantidade de fungos a
producéo de xilanase.

Quando foram observados os resultados em FS, verificou-se uma grande diferenca
nos valores apresentados pelos Penicillium spp. (Tabela 13) quando comparados com 0s
ensaios em FES, porém se deve considerar que estes fungos foram avaliados em
fermentacdo submersa e em outro substrato, a palha de trigo. Alguns destes fungos
apresentaram atividades superiores a atividade observada em FES, como foi o caso do Pen.

5. Este fungo obteve ja no 2° dia de cultivo atividade xilanolitica de 9,050 Ul/mL e no 5°
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dia chegou a 84,085 Ul/mL, resultado bem superior ao observado para 0 mesmo fungo em
FES.

De todos os fungos testados em FS utilizando palha de trigo como indutor, os do
género Penicillium se mostraram como os melhores produtores de xilanase. Além do Pen.
5 gue obteve a maior atividade xilanolitica verificada no 5° dia de cultivo, o Pen. 3 atingiu
81,490 Ul/mL no 4° dia e o Pen 1 com 75,830 UI/mL no 5° dia de cultivo. A curva de
producdo Xxilanolitica foi crescente para os Pen. 1 e 5, enquanto que os Pen. 2 e 3
mostraram um decréscimo no 5° dia de cultivo. Um decréscimo da producdo de xilanase
também foi percebido para o Pen. 4, porém registrado a partir do 4° dia. (Figura 42).

Os fungos do género A. niger foram os segundos melhores produtores de xilanase, e
todos alcancaram valores de atividade acima de 28 UI/mL no 5° dia de cultivo. O A. niger
1 apresentou a maior atividade xilanolitica alcancando 49,778 Ul/mL no 5° dia de cultivo.
Diferentemente da curva de producédo enzimatica dos Penicillium spp., a curva de producéo
xilanolitica se mostrou crescente para a maioria dos A. niger. O A. niger 3 foi o Unico
fungo a apresentar um decréscimo no periodo de cultivo, sendo este decréscimo observado
no 4° dia de cultivo.

Atividade xilanolitica de 5,205 UI/mL foi observada para o basidiomiceto Bas. 4
em FS, no 5° dia de cultivo. Os demais basidiomicetos apresentaram resultados abaixo de
1,50 Ul/mL durante os cinco dias de cultivo.

Percebe-se que diferentes fungos ja foram investigados quanto a producéo
xilanolitica, porém poucos séo os trabalhos com fungos endofiticos e basidiomicetos da
Amazonia. Muitas espécies de Penicillium, por exemplo, foram avaliadas quanto a
producdo enzimatica de xilanase e a maioria delas foi descritas como boas produtoras
dessa enzima. Assim, REESE, MAGUIRE, PARRISH (1973) relataram a producdo de

xilanase por 250 micro-organismos de diversos géneros. Destes, 11 foram selecionados,
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entre os quais 5 eram pertencentes ao género Penicillium (P. pusillum, P. islandicum, P.
chermisinum, P. wortmanni e P. roseopurpureum). Em outro caso, NAIR (2008) avaliou a
producdo de xilanase em pelo menos 34 linhagens fungicas dentre elas fungos do género
Pencillium, Aspergillus e Trichoderma e obteve valor maximo de 40 1U/mL quando
cultivou A. sydowii (SBS45) em meio liquido rico em minerais por 7 dias. O dobro deste
resultado foi observado na FS usando palha de trigo para o Pen. 5 apds cinco dias de
cultivo e o Pen. 3 apds quatro dias de cultivo com 84,04 IU/mL e 81,49 IU/mL,
respectivamente, seguidos pelos Pen. 1 com 75,83 IU/mL e A. niger 01 com 49,78 1U/mL,
ambos apas cinco dias de cultivo.

SIMOES et al. (2009) investigou a producdo de xilanase por 17 fungos
filamentosos em diferentes condicdes e obteve a producdo maxima de xilanase de 93,5
IU/mL para Trichoderma viride em fermentacdo submersa, utilizando farelo de trigo como
fonte de carbono a 25 °C por 5 dias. OLIVEIRA, PORTO, TAMBOURGI (2006) descreve
os resultados para producdo de xilanase por Penicillium janthinellum em diferentes fontes
de carbono tratadas com &cido, tendo obtido os valores de: 55,3 IU/mL para sabugo de
milho, 54,8 IU/mL para casca de aveia, 23,0 IlU mL para bagaco de cana e 23,8 IU/mL
para palha de milho. Ndo houve otimizacdo das variaveis que influenciam a producéo
enzimatica em nenhum dos ensaios realizados no presente trabalho, no entanto, valores
acima de 50 IU/mL foram observados para linhagens de Penicillium spp. endofiticas nos
ensaio em FS (Tabela 12).

A producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas por basidiomicetos tem
sido pouco descrita na literatura. Dentre os relatos destaca-se 0 de QINNGHE et al. (2004)
cujos experimentos com Pleurotus ostreatus (SYJ042) resultaram em 24,98 1U/mL de
atividade xilanasica apds 7 dias de cultivo. Um destaque deve ser registrado ao estudo com

basidiomiceto Coprinellus disseminatus (SW-1) num periodo de incubacéo de 7 dias a 37
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°C e pH 6,4 em que ocorreu a producdo de xilanase até o nivel maximo de 362.1 1U/mL
(AGNIHOTRI et al., 2010). Estes valores sdo superiores aos encontrados para 0S
basidiomicetos avaliados em ambos os ensaios (FES e FS) deste trabalho.

Comparando os dados apresentados pelos fungos cultivados em FES com os
resultados da literatura descritos acima, pode-se inferir que os substratos utilizados neste
ensaio proporcionaram baixa producdo de xilanase, porém devem-se considerar as
diferencas de metodologia de fermentacdo como tipo de substrato, tipo de cultivo (FES ou
FS), e otimizacdo das variaveis (pH e temperatura).

Neste presente trabalho varios foram os residuos agricolas regionais utilizados para
a inducdo das enzimas celuloliticas e xilanolitica e muitos deles obtiveram niveis baixos de
atividade celulolitica e/ou xilanolitica, ndo obstante é de grande importancia o estudo com
residuos da regido, pois eles foram avaliados por serem de baixo custo e encontrados

abundantemente.
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Tabela 12: Resultados das atividades enzimaticas de xilanase em Ul/mL dos dez fungos por fermentacdo em estado sélido em diferentes substratos.

Atividade enzimatica Xilanase

Linh.

Subst. Bas 01 Bas 02 Bas 03 Bas 04 Bas 05 Pen 01 Pen 02 Pen 03 Pen 04 Pen 05
C. Cup - - - - - 0,158 +0.038 0,233 +0,019 - - -
C.Maj.  0,371+0,019 - - - - 0,203 +0,126 0,510+0,050 0471+0,101 0,339+0,025 0,526 +0,009
C.Max. 0,336+0,003 0,199+0,009 0,386+0.012 - 0.348+0,013 0,190+0,095 0,542+0,045 0,418+0,103 0,966+0,083 0,464 +0,030
B. Cana = = = = = 0,209+0,014 = = = =
Sem. Maj. 1,035+0.020 = 0,966 + 0,051 = 0.28310,002 1,633+0.276 0,247+0.014 053710121 1.483+0,098 0.268+0,057
Sem. Cup. 0,257 +0,013 - - - - 0,662 +0.087 1.824+0,162 0,188 + 0,007 - 0,207 + 0,025
C. Coc. = 3 = 3 = = = 3 = 3
C.Guar. 0,534+0,119 - - 0,237 +£0,011 - i 0.079 0,261+0,012 2,109+0,114 1,491+0,010 1,357 +£0,056
C.Uru.  0,867+0,022 - - 0,430 + 0,005 - 1,768 +0,063 0,544+0,028 1,111+0,182 5,302 +0,018 0,096
R. Pau i _ i ) i ) i _ i )
Rosa

(-) Ndo houve atividade enzimatica de Xilanase.
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Tabela 13: Resultados das atividades enzimaticas de xilanase em Ul/mL dos dezesseis fungos em fermentacéo submersa utilizando palha de trigo.

T. de Cultive

Linh 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia
Bas. | 0117 = 0011 0143 £0017 0145+ 0010 0173 £0017  0.183 = 0,022
Bas. 2 - 0.785 £ 0,092 1189 +0.136 1019 £0057 1071 0,150
Bas. 3 - 0.040 + 0,003 0532+0.131 0734 £0.187 0461 + 0,122
Bas. 4 0.066 + 0,003 0097 + 0,003 2436+ 0204 1214 +0282 + 0,024
Bas. 5 0727 + 0.061 0966 +0.078 0984 + 0016 1046 £0023  1.099 + 0,001

Aniger 0] 0,114 £ 0,010 3071 £0351 9249+ 1020 26486 + 1527 [49.778]+ 0,324
A.niger 02 0282 + 0,163 10770 = 0054 18876 + 0442 27516 = 0451 29905 + 0430
A niger 03 0273 + 0039 1181 £0073 33,005+ 0858 21032 £0628 28292 + 0,096
A.niger 04 0,107 + 0,002 13355 £ 0289 20,600 + 0570  27.162 £ 0.587 29753 + 0,711
A.niger 05 0,123 + 0,029 14304 + 0,050 16372+ 0089 25188 + 0868 29525 =+ 0,190
Pen. | 0.556 + 0,027 22,187 £ 0906 41595 +3624 73351 £0073 [75.830]+ 1448
Pen. ? 0,086 + 0001 0143 £0.019 8644 +0320 8700 £ 1542 2223 + 0,199
Pen, 3 0935 + 0,012 23864 = 1437 76,613 = 0,852 + 0344 66757 + 0448
Pen. 4 0,033 + 0,002 12,587 £ 0,151 47228 + 0282 28218 + 1420 23,038 + 0442
Pen. 5 0.958 + 0,063 +0.607 18132+ 0642 69703 + 0.545 [84.045+ 1.139
Colletotrichum 0112+ 0017 3823 £0208 7.197+0064 7554 £0049 7652 + 0.181

{-) W&o houve atividade enzimatica de xilanse
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Figura 41: Producéo de xilanase por dez fungos testados em FES utilizando diferentes substratos.
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Figura 42: Producéo de xilanase por dezesseis fungos testados em FS utilizando palha de trigo.
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5.6 Curva de producdo de CMCase pelo Pen. 5 utilizando C. Maj. e C. Max como

substrato

Apos avaliar a producdo de celulases e xilanase pelos dez fungos endofiticos
fermentados em diferentes residuos agricolas regionais (FES) assim como pelos dezesseis
fungos fermentados em palha de trigo, foi selecionado o fungo Pen. 5 por ter apresentado
os melhores resultados da producdo enzimatica em FS, e dois diferentes substratos
regionais (C. Maj. e C. Max) para avaliar a curva de producdo das enzimas CMCase, B-

Glicosidase e xilanase.

A curva de producdo da endoglucanase (CMCase) foi realizada conforme o item
4.9 utilizando C. Maj. e C. Max como indutor. Os resultados obtidos sdo mostrados na

figura 43.

10,00 -
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—a—C. Mgy
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Figura 43: Curva de producéo enzimatica de CMCase (UI/mL) por Pen. 5 utilizando dois indutores (C. Maj.

e C. Max).

Pelos resultados expostos, foi possivel verificar a maior producdo de CMCase
quando utilizou-se C. Maj. como indutor com valor de 8,427 Ul/mL no 5° dia de cultivo.

Até o 3° dia de cultivo o Pen. 5 apresentou o mesmo perfil para ambos 0s substratos
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(aumento acentuado). No 4° dia de cultivo a producdo enzimatica registrada para a C. Maj.
foi praticamente a mesma do 3° dia, porém cresceu rapidamente atingindo o maior valor no
5° dia. Por outro lado na C. Max. a atividade maxima de 5,213 Ul/mL foi atingida no 4°
dia e no 5° dia decresceu. Vale ressaltar que os valores obtidos para os substratos utilizados
neste ensaio foram maiores que os observados em palha de trigo, para a qual a atividade
maxima foi de 2,777 Ul/mL no 3° dia de cultivo.

Estes resultados demonstram que o mesmo fungo teve comportamento diferente na
presenca de diferentes indutores mostrando que houve influéncia dos mesmos na producéo
enzimatica. Outro ponto de grande relevancia € o dia de maxima atividade enzimatica,
fator decisivo para a producdo industrial das enzimas, uma vez que foram observados
diferentes dias com pico maximo de producdo CMCasica como observado em C. Maj. no
5° dia de cultivo e C. Max. no 4° dia. Comparando a producdo de CMCase pelo Pen. 5 na
presenca dos trés indutores (C. Maj., C. Max e palha de trigo) é possivel constatar que a
melhor producéo da enzima ocorreu em C. Maj.

Os resultados obtidos para curva de producdo endoglucanasica (CMCase) podem
ser comparados com os resultados relatados por CAMASSOLA E DILLON (2009) quando
cultivaram um fungo do género Penicilium em FS e utilizaram outro tipo de substrato.
Neste experimento CAMASSOLA avaliou a produgéo de endoglucanase por Penicillium
echinulatum utilizando FS e 1% de bagaco de cana de pré-tratado e ndo tratada a 180 rpm,
28 °C por 6 dias e verificou que a maior producéo de celulases foi obtida quando o fungo
foi fermentado usando bagaco de cana néo tratado resultando em 1,60Ul/mL. A atividade
encontrada por Camassola foi aproximadamente oito vezes inferior a observada em C. Maj.

e 5 vezes inferior a apresentada em C. Max.
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5.7 Curva de producio de B-Glicosidase pelo Pen. 5 utilizando C. Maj. e C. Max como
indutor
A produgdo de B-Glicosidase expressa em Ul/mL neste ensaio esta apresentada na

Figura 44.
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Figura 44: Curva de produgdo enzimatica de B-Glicosidase (Ul/mL) por Pen. 2 utilizando dois indutores (C.

Maj. e C. Max.).

Em relagdo a producdo B-Glicosidica, verificou-se atividade apenas em C. Max.
com maior producdo no 3° dia de cultivo com 2,448 Ul/mL.

Ao contrario do perfil cinético de CMCase, o perfil cinético de B-Glicosidase se
mostrou semelhante durante o 3° e 4° dia de cultivo, com diminui¢cdo acentuada da
atividade enzimatica. E notavel que este resultado também foi maior que o apresentado em
palha de trigo onde o mesmo fungo obteve a maior producdo no 4° dia de cultivo com
0,336 Ul/mL. Nao houve produgdo de B-Glicosidase pelo Pen. 5 nos dois substratos
avaliados em FES.

Com intuito de verificar a producéo qualitativa de glicose, produto final da acéo da

B-Glicosidase sobre a celobiose, realizou-se um teste qualitativo utilizando tiras reagentes.
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Neste rapido experimento 50 pL de cada extrato enzimatico obtido no item 4.9 foi aplicado
apenas sobre a parte inferior da tira que € reveladora da presenca de glicose demarcada na

Figura 45.
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Figura 45: Tiras reagentes utilizadas como teste qualitativo para indicar a presenca de glicose.

Nota-se que a producdo qualitativa de glicose foi mais intensa no 4° dia de cultivo.
No 3° dia ndo foi registrado a presenca de agucar, pois ndo houve mudanca de cor na tira
reagente (Figura 45), visto que este resultado foi igual ao da tira controle. Um dos fatores
que pode ter interferido neste resultado foi o consumo da glicose pelo microrganismo.

Com os resultados apresentados em FES e em FS, constata-se a melhor produgéo
de B-Glicosidase do Pen. 5 em FS utilizando C. Max. como indutor. CAMASSOLA E
DILLON (2009) avaliaram a producdo de B-Glicosidase por Penicillium echinulatum e
trabalharam nas mesmas condi¢des reportadas no item 5.5 deste trabalho, porém
encontraram diferentes atividades, pois trabalharam com bagaco de cana pre-tratado e néo
tratado. Em bagaco de cana pré-tratado encontraram atividade de 0,18 Ul/mL enquanto que
em bagaco de cana ndo tratado observaram atividade de 0,21 UI/mL. Estes resultados
mostraram que mesmo utilizando um pré-tratamento no substrato, eles ainda foram 10
vezes inferiores ao apresentado neste trabalho, mesmo néo tendo sido feito nenhum tipo de

tratamento para os substratos avaliados.
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5.8 Curva de producéo de xilanase pelo Pen. 5 utilizando C. Maj. e C. Max como

indutor

Os valores de xilanase obtidos pela curva de produgéo do Pen. 5 estdo apresentados
na Figura 46. A producédo da enzima xilanase foi maior quando utilizou-se o agente indutor
C.Maj., a producdo maxima ocorreu no 5° dia de cultivo com valor de 17,986 Ul/mL.
Quanto ao perfil cinético de ambos os substratos, pode-se inferir que ambos foram
semelhantes uma vez que eles permaneceram crescentes até o 4° dia de cultivo, no entanto,
em quantidades de producéo diferentes um do outro. Enquanto houve a producéo crescente
de xilanase em C. Maj., em C. Max. esse aumento da producdo se mostrou crescente até o
4° dia de cultivo e ao final da fermentacdo ocorreu uma diminui¢do da producdo
enzimética. A producdo crescente de xilanase apresentada em C. Maj. pode ser comparada
com a curva de producdo realizada por FS com palha de trigo onde ocorreu a crescente
producdo de xilanase. No entanto, a maior producdo dessa enzima ocorreu em palha de
trigo com 84,045 Ul/mL.

Os resultados obtidos no presente trabalho foram comparados com os obtidos com
os de outros fungos do género Penicillium. Com relacdo a produtividade, os resultados
deste trabalho foram melhores que algumas linhagens avaliadas como o de MISHRA et al.
(1985) que cultivaram Penicillium funiculosum por 10 dias, sob agitacdo, e obtiveram
atividade de 16,0 Ul/mL.

Estudos realizados por HALTRICH et. al. (1996) mostraram que a producdo de
xilanase foi 12,2 Ul/mL quando cultivaram Penicillium kloeckeri por cinco dias sob
agitacdo. Penicillium janthinellum foi cultivado por PALMA et al. (1996) e OLIVEIRA,
PORTO, TAMBOURGI (2006) em meio com bagaco de cana por 4 dias e em meio com

sabugo de milho e palha de aveia por 6 dias, respectivamente, em condic¢Oes agitadas, e
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obtiveram 89,5 U/mL e 54,8 U/mL de atividade xilanasica. Este ultimo relato mostrou

producdo de xilanase 3 vezes maior a apresentada pelo ensaio em FS com palha de trigo.
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Figura 46: Curva de producédo enzimética de xilanase (Ul/mL) por Pen 02 utilizando dois indutores (C. Maj.

e C, Max).

Investigacdes relatam que casca de maracuja e casca de macaxeira sao0 mais ricas
em pectina do que em celulose e hemicelulose, contudo, pode-se dizer que os substratos
utilizados ainda proporcionaram, de maneira geral, boa producdo de CMCase, [3-
Glicosidase e xilanase pelo Pen. 5 quando comparados com a literatura.

Vale ressaltar que este € um dos poucos trabalhos em que se utilizaram diferentes
residuos agricolas regionais ensaiados com diferentes fungos endofiticos e basidiomicetos

da regido Amazonica Brasileira.

96



6. CONCLUSAO

1. Coerente com dados da literatura, os fungos do género Penicillium (principalmente os
Pen. 1, 2, 3 e 5) apresentaram, no ensaio qualitativo, capacidade de produzir enzimas
celulases confirmada pela formacéo de halos transltcidos ao redor dos cup plates por
fermentacdo em estado sélido de pelo menos quatro diferentes residuos agricolas
regionais (C. Maj., C. Max., Sem. Maj. e Sem. Cup.);

2. Para a produgdo das enzimas CMCase e p-glicosidase por diferentes linhagens
cultivadas em FES, oito dos dez substratos se mostraram apropriados: C. Maj., C. Max.,
C. Cup,, C. Guar., C. Uru., B. Cana, Sem. Maj. e Sem. Cup. Destes, 0s cinco primeiros
mostraram como boas fontes de carbono para os 5 Penicillium spp., o que leva a sua
utilizacdo para producao e otimizacao dessas enzimas;

3. As maiores atividades enziméaticas de CMCase (13,444 Ul/mL), B-glicosidase (0,016
Ul/mL) e FPase (0,018 UlI/mL) em FES foram evidentes nos extratos enzimaticos do
Penicillium sp. 2 em C. Maj., enquanto que em FS, destacaram- se as 5 linhagens de A.
niger alcancando as maiores producdes das trés celulases no 5° dia de cultivo.

4. Os fungos do género Penicillium destacaram-se pela producdo de xilanase em FES e em
FS quando comparados com os demais fungos avaliados, mostrando-se como bons
produtores dessa enzima nos dois diferentes meios de cultivo utilizados;

5. Com os resultados da curva de producdo das enzimas CMCase e B-Glicosidase do
cultivo do Penicillium 5 em FS utilizando dois diferentes substratos ( C. Maj. e C.
Max.) ficou evidente que a casca de macaxeira foi o melhor substrato quando
comparado com a casca de maracujé, pois levou a producdo maxima das duas celulases
no menor tempo de cultivo, é certo que a otimizacdo de parametros como pH e
temperatura levam ao melhoramento da producdo maxima da enzima para fins

industriais;
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6. Em comparacdo com algumas literaturas, as 5 linhagens de Aspergillus niger
apresentaram Otimo potencial para a producédo das enzimas CMCase e A. niger 1 para a
producdo de xilanase, enquanto que as 5 linhagens de Penicillium spp. cultivadas em C.
Cup., C. Mgj., C. Max., B. Cana e C. Uru. foram muito boas para a producdo de
CMCase e Pen. 5 e Pen 3 para producdo de xilanase por FS.

7. Mesmo ndo sendo realizadas otimizacfes para 0 melhoramento da producéo enzimatica
neste trabalho, foi possivel constatar que este trabalho contribuiu para demonstrar o
potencial dos fungos da floresta Amazo6nica quanto a producédo enzimatica celulolitica e
xilanolitica pela biodegradacéo de residuos agricolas regionais e mesmo de residuos de
culturas ndo regionais. E por ser um dos poucos trabalhos em que se utilizaram
diferentes residuos regionais, sugere-se que o estudo de todas estas linhagens deve
continuar, pois selecionar fungos com 6tima producdo dessas enzimas é um pré-

requisito para a futura producéo regional de bioetanol de segunda geracéo.
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