g/ | Jési UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA ACADEMICA
— COORDENACAO GERAL DE POS-GRADUACAO

MESTRADO EM DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS AMBIENTAIS

Maria Cleudendra Cassia Morord

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
(ASCOMYCETES) ISOLADOS DE SEDIMENTO DE
MANGUE PARA PRODUCAO DO COMPLEXO
ENZIMATICO CELULOLITICO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS COMO SUBSTRATOS

Recife
2017



Maria Cleudendra Cassia Morord

BIOPROSPECCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
(ASCOMYCETES) ISOLADOS DE SEDIMENTO DE
MANGUE PARA PRODUCAO DO COMPLEXO
ENZIMATICO CELULOLITICO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS COM SUBSTRATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacao
em Desenvolvimento de Processos Ambientais da
Universidade Catodlica de Pernambuco como pré-requisito
para obtencéo do titulo de Mestre em Desenvolvimento de

Processos Ambientais.
Area de Concentracdo: Desenvolvimento de Processos

Ambientais.

Linha de Pesquisa: Biotecnologia e Meio Ambiente.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Galba Maria de Campos Takaki

Recife
2017



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

M867b

Mororo, Maria Cleudenora Cassia
Bioprospeccao de fungos filamentosos (Ascomycetes)
isolados de sedimento de mangue para producao do complexo
enzimatico celulolitico utilizando residuos agroindustriais com
substratos / Maria Cleudenora Cassia Mororo ; orientador Galba
Maria de Melo Takaki, 2017.
88 f. il

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Catdlica de Pernambuco.
Pro-reitoria Académica. Coordenacdo Geral de P6s-graduacéo.
Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais, 2017.

1. Biotecnologia. 2. Enzimas celuloliticas. 3. Bioprospeccao.
4. Fungos filamentosos. 5. Residuos agricolas. 6. Residuos
industriais. 1. Titulo.

CDU 574.6



BIOPROSPECCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)
ISOLADOS DE SEDIMENTO DE MANGUE PARA PRODUCAO DO
COMPLEXO ENZIMATICO CELULOLITICO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS COMO SUBSTRATOS

MARIA CLEUDENORA CASSIA MORORO

Examinadores:

Prof.2 Dr.2 Galba Maria de Campos Takaki (Orientadora)

Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP

Prof. Dr. Carlos Alberto Alves da Silva

Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP

Prof. Dr. Marcos Antbnio Barbosa Lima

Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE

Defendida em: 30/08/2017

Coordenadora: Prof.2 Dr.2 Galba Maria de Campos Takaki






Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

Dedico

as virtudes do meu pai Hélio Mororo (in memoriam),

e

ao sorriso de Maria de Fatima Massena de Melo (in memoriam),
pessoa espléndida, com discernimento e sabedoria,

pontuou com leveza a importancia do

respeito nas relacdes humanas...



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca em minha vida, me abencoando e protegendo em todos

0S momentos.

A minha familia, principalmente a minha mie Rita de Cassia Ferreira de
Mendonc¢a e a minha irmd Maria Hélia Cassia Moror6 Bolba de Melo Filgueiras, que
sempre me incentivaram a seguir em frente em qualquer situacdo. Aos meus familiares
Gilvanice Marques de Lima, que com muita paciéncia sempre esteve ao meu lado me
apoiando e dando forcas nos momentos mais dificeis deste percurso, tio Rivaldo
Ferreira da Silva, Gercino Marque de Lima e Helena Celina de Lima, pelo aprendizado,
apoio, conselhos, paciéncia e compreensdo. A Luan Henrique Pedrosa Monte pela
inspiracao da vida, a Flavia Galvdo de Paiva e Daniel Henrique da Silva Bastos, por
transcenderem o significado da palavra amizade e, especialmente a Kesia Santos
Gomes da Silva, Carlos Alberto Pinheiro Vieira, Mariana Salazar Pereira da Costa e

Rodrigo Samarcos D’albuquerque amigos para todas as horas.

Agradeco a Prof.2 Dr.2 Galba Maria de Campos Takaki pela confianca, por ter
acreditado, pela oportunidade concedida e pela orientacdo, sem ela nada disso teria
acontecido. Aos professores do curso de mestrado em Desenvolvimento de processos
Ambientais, a Prof.2 Kaoru Okada por todos os conselhos, apoio, forca incentivo e
carinho, ao Prof. Carlos Alberto Alves da Silva pelo apoio, carinho e paciéncia, e
principalmente a Prof.2 Aline Elesbdo do Nascimento pelas orientacdes, explicacdes e
aprendizado compartilhado em diversos momentos, conselhos e ensinamentos para

toda a vida.

Aos colegas e amigos do mestrado em Desenvolvimento de Processos
Ambientais, Felipe, Patricia, Taind, Paloma, Liliane, Cleoneide, Alan, Miller, Vicente,
Josiane, Carlos, Daniel e todos os outros, que compartilham comigo os prazeres e as
angustias desse percurso, vividos com muita garra, determinacdo e vontade de
aprender. Aos colegas e amigos dos Laboratorios do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias
Ambientais — NPCIAMB, principalmente a Keissy Wanderley de Santana que esteve
comigo desde o inicio das atividades laboratoriais, a Layla Carvalho Mahnke, Adriana

Ferreira de Souza, Marcos Antbnio Cavalcanti Luna, Dayana Montero Rodriguez e



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

Thayse Alves de Lima e Silva, pelos momentos de reflexdo, apoio e ajuda na execucao

das pesquisas.

A Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP, na pessoa do Reitor Prof.
Dr. Pe. Pedro Rubens Ferreira de Oliveira, pelo acolhimento humano e oportunidade,
aos funcionarios do NPCIAMB, a Coordenacdo de Pessoal de Ensino Superior —
CAPES pela concesséo da bolsa para realizacdo do mestrado em Desenvolvimento de
Processos Ambientais, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico — CNPq, e a todos que direta ou indiretamente contribuiram para

realizacédo desse trabalho.



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

SUMARIO

DEDICATORIA ...ttt ii
AGRADECIMENTOS ...ttt a e e e e et eaeeeaenans \Y;
SUMARIO ..ottt s ettt nr e Vi
LISTA DE FIGURAS ..ottt e e ae e e e aaaees Viii
LISTA DE TABELAS . ettt e et e e e et e e e e eeenes iX
RESUMO ..ottt e et e e e et te e e e e e e et e e e e e e s X
A B ST R A T et e e et e e e et e e et aareaaans Xi
CAPITULO |

L. INTFOTUGEOD .ttt et e e e e e e e e e e e e bbb 14
1.2 ODJEUIVOS oeeeeiiiiiiiie i e e e e et aa s 17
2 O o) =] (Ao 1= - P RPPRRRRR 17
1.2.2 ObjetiVoS ESPECITICOS ...oivvvviiiiiiiicie e e e e e 17
1.3 ReVISE0 da LItEratlura .......cceveiiiieeiiiiiiee et 18
1.3 1 CIUIOSE ...ttt e e et e 18
1.3.2 Enzimas: conceito € classSIfiCaCao .........coeeeeiiiiiiiiiiiie e 20
1.3.3 ENZIMAS CEIUIOITICAS ....eeeeeiieiiiiiiiiie ettt 22
1.3.3.1 ENAOQIUCANASES ......cccceeiiieieeeeeee e e e e ettt e s e e e e e e e aaaeaaeannnnns 25
1.3.3.2 EXOQIUCANASES .....uiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e 25

Vi



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

1.3.3.3 B-0lCOSIHASES .....oeiiiiiiiiiiiiie et 26
1.3.4 Micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas .............cccvvvvvvennen. 27
1.3.4.1 Fungos filamentosos produtores de enzimas celuloliticas ...............c........ 28
1.3.5 Potencial biotecnoldgico dos fUNQOS .......cooveeiiiiiiiiiieiece e 29
1.3.6 ClaSSE ASCOMYCETES ...ttt ettt e ettt ee e e e e e e e e s e e e e e e e bbb e e e eeeeeeees 30
1.3.6.1 GENEro TriCNOAEIMA ........coooiiiiiiii e 31
1.3.6.2 GENEIr0O ASPEIGIIIUS ....uvviiiiiiiiiiiiiie e 32
1.3.6.3 GENEro PeniCilliUM .......oooiiiiiiiiiii e 35
1.3.7 ReSiduos agroiNQUSIIIAIS ......cooeviiiiiiii e ee e e e e e e e e s 37
1.3.7.1 Residuo de farelo de milN0 ...........cccveeiiiiiiii e 39
1.3.7.2 Residuo de casca de tangerina ..........c.ceuuvuuuiiiiiiiieeeieeeeeiiiiiins e eeeeaee e 40
1.3.7.3 Residuo de casca e coroa de abacaXi .............ccuvvveeeiriiiiiieeeiieiiessneeens 40
1.3.7.4 Residuo de farelo de trigo ......ccoeeeeieiiiieieeee e 41
1.3.8 Aplicacdo das enzimas celuloliticas ............coovvvvieeiiiiiiiiic e 42
1.3.9 Mercado d€ ENZIMAS .......cceeeriuuriiiieaieiirie e e e e e et e e e et e e e e e e e aber e e eeenanes 44
1.4 Referéncias BiblIOgrafiCas ........coooeviiiiiiiiiiiii e 46
CAPITULO Il = Artigo CIENTITICO ...vvcvveveivececeeiciecee e et ee ettt eaere s 65
CAPITULO Ill = CONCIUSBES GEIAIS ...v.vveeeiriieicieieieesisisteisesesesesese s 83
ANEXOS e 85

vii



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Estrutura basica da molécula de CeluloSe .......oouvveeeeeiiieie i,

Estrutura da fibra celulésica: (a) Fibra celulésica; (b) Macrofibrilas; (c)
Microfibrilas; (d) Feixes de moléculas de celulose; e (e) Unidades de
GIICOSE ..
Esquema representando a atuacdo das enzimas celuloliticas
endoglucanases, exoglucanases e [B-glicosidase na degradacédo da

estrutura da CelUIOSE .......cooiiiiii e
Conidioforo caracteristico da espécie Trichoderma viride ......................

Conidioforos caracteristicos de espécies de Aspergillus: (a) uniseriado
de Aspergillus equitus; (b) biseriado de Aspergillus ochraceus .............

Conidioforos caracteristicos da espécie Penicillium citreonigrum
31T o 1o TP

CAPITULO Il

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Atividade CMCase: (A) Penicillium sp. UCP 00279; (B) Aspergillus

FIAVUS UCP 00403 ..o e

Atividade FPase: (A) Penicillium sp. UCP 00279; (B) Aspergillus flavus

UCP 01413 .. e

Atividade B-Glicosidase: (A) Penicillium sp. UCP 00279; (B) Aspergillus

FlAVUS UCP OL4d3 ..o e e

viii

32

w

4



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1. Classe das enzimas e tipos de reacao que realizam ...............cccvvvnnneee. 21

Classificacdo das enzimas celuloliticas de acordo com Enzyme
Tabela 2. Commission e a International Union of Biochemistry and Molecular 23
BiolOQY — IUBMB ...ttt

CAPITULO Il

Tabela 1. Atividade celulase das 25 linhagens de fungos filamentosos estudadas 74



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...

RESUMO

As celulases (E.C. 3.2.1.4) sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose,
sdo moléculas capazes de acelerar reacfes quimicas e realizar a quebra das ligacfes
quimicas existentes entre as unidades de glicose. As celulases correspondem ao
complexo constituido por trés enzimas endoglucanases, exoglucanases e beta-
glicosidases, com diversas aplicacdes, sendo o0s processos biotecnoldgicos
microbianos responsaveis por uma grande parcela da economia mundial, contudo os
custos de producdo ainda sdo muito elevados. Neste contexto, foi realizada a
bioprospecgédo de 25 linhagens de fungos filamentosos (Ascomycetes) isolados de
sedimentos de mangue do municipio Rio Formoso, PE, Brasil, investigando o potencial
de producéo das enzimas do complexo celulolitico. Os estudos iniciais foram realizados
selecionando os fungos com maior atividade enzimatica, através da deteccdo da
atividade celulolitca em meio sintético soélido, tendo como substrato a
carboximetilcelulose (CMC). Os resultados indicaram a presenca da enzima celulase
através da formacao do halo em 3 linhagens do género Trichoderma, 3 linhagens do
género Aspergillus e 1 linhagem do género Penicillium. Os indices enzimaticos mais
representativos foram os de Penicillium sp. UCP 0279 com indice de 2,2, seguido de
Aspergillus flavus UCP 1413 com indice enzimatico de 1,7. Em seguida, foram
realizadas fermentacdes submersas para avaliagdo da atividade endoglucanase,
exoglucanase e B-glicosidase, utilizando residuos agroindustriais, casca de tangerina,
casca de abacaxi, coroa de abacaxi, farelo de trigo e farelo de milho como substrato.
Os resultados indicaram uma atividade para CMCase de 20,2 Ul/mL para Penicillium
sp. UCP 0279, com farelo de trigo como substrato em 72 h de fermentacdo e com a
coroa de abacaxi observou-se uma atividade de 18,3 Ul/mL em 24 h. Para o
Aspergillus flavus UCP 1413, a producdo foi de 14,9 Ul/mL e 14,5 Ul/mL com os
residuos de farelo de milho e de casca de abacaxi respectivamente, e ambos os
resultados foram obtidos com 24 h de fermentacéo. A atividade FPase para Penicillium
sp. UCP 0279, usando casca de abacaxi como substrato apresentou 45,5 Ul/mL e a
casca de tangerina 42,8 Ul/mL, ambos em fermentacédo a 48 h. Para A. flavus UCP

1413 a coroa de abacaxi apresentou 25,0 Ul/mL de atividade enzimatica em 24 h e a
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casca de abacaxi 14,4 U/mL no mesmo tempo. Na atividade da enzima (-glicosidase o
Penicillium sp. UCP 0279 apresentou uma producgéo de 18,2 Ul/mL em 24 h, com o
residuo da coroa de abacaxi e com a casca de abacaxi apresentou 9,1 Ul/mL em 48 h.
O A. flavus UCP 1413 apresentou com 96 h de fermentagdo uma atividade de 16,9

U/mL e 14,5 U/mL, com farelo de trigo e farelo de milho respectivamente.

Palavras-Chave: Enzimas celuloliticas. Fungos filamentosos. Residuos agroindustriais.

Xi
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ABSTRACT

Cellulases (E.C. 3.2.1.4) are enzymes responsible for the degradation of cellulose, are
molecules capable of accelerating chemical reactions and breaking the chemical bonds
between glucose units. Cellulases correspond to the complex consisting of three
enzymes endoglucanases, exoglucanases and beta-glucosidases, with diverse
applications, being the microbial biotechnological processes responsible for a great part
of the world economy, yet the costs of production are still very high. In this context, 25
strains of filamentous fungi (Ascomycetes) isolated from mangrove sediments of Rio
Formoso, PE, Brazil, were investigated to investigate the production potential of the
enzymes of the cellulolytic complex. The initial studies were carried out by selecting the
fungi with the highest enzymatic activity, through the detection of cellulolytic activity in
solid synthetic medium, with carboxymethylcellulose (CMC) as the substrate. The
results indicated the presence of the cellulase enzyme through the formation of halo in 3
strains of the genus Trichoderma, 3 strains of the genus Aspergillus and 1 strain of the
genus Penicillium. The most representative enzymatic indices were those of Penicillium
sp. UCP 0279 with Index of 2,2, followed by Aspergillus flavus UCP 1413 with
enzymatic index of 1,7. Submerged fermentations were carried out to evaluate the
endoglucanase activity, exoglucanase and B-glycosidase, using agroindustrial residues,
tangerine peel, pineapple peel, pineapple crown, wheat bran and corn bran as
substrate. The results indicated a CMCase activity of 20.2 IU / mL for Penicillium sp.
UCP 0279, with wheat bran as substrate in 72 h of fermentation and an activity of 18.3
IU / mL in 24 h with the pineapple crown. For the Aspergillus flavus UCP 1413, the yield
was 14.9 IU / mL and 14.5 IU / mL with the residues of corn bran and pineapple peel
respectively, and both results were obtained with 24 h of fermentation. The FPase
activity for Penicillium sp. UCP 0279, using pineapple peel as substrate had 45.5 IU /
mL and the tangerine peel 42.8 IU / mL, both in fermentation at 48 h. For A. flavus UCP
1413 the pineapple crown presented 25.0 IU / mL enzymatic activity in 24 h and the
pineapple peel 144 U / mL at the same time. In the activity of the enzyme B-
glycosidase, Penicillium sp. UCP 0279 showed a production of 18.2 IU / mL in 24 h,

Xii
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with the pineapple crown residue and the pineapple peel had 9.1 IU/ mL in 48 h. The A.
flavus UCP 1413 presented with 96 h of fermentation an activity of 16.9 U / mL and 14.5

U / mL, with wheat bran and corn bran, respectively.

Keywords: Cellulolytic enzymes. Filamentous fungi. Agroindustrial waste.

xiii
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1.1 INTRODUCAO

Enzimas séo proteinas utilizadas como catalisadores de processos quimicos,
sdo essenciais e atuam no sistema metabdlico dos organismos vivos, especificamente
na aceleracdo das reacdes intracelular e extracelular. As enzimas também sao
altamente especializadas, podem ser reguladas, possuem um alto grau de
especificidade e eficiéncia catalitica (POLSHETTIWART et al.,, 2011; TORRELO;
HANEFELD; HOLLMANN, 2015; ALTARUGIO; PEREIRA, 2016). Além disso, possuem
um importante papel na degradacdo de compostos organicos e de alimentos.

O uso de enzimas de origem microbiana acontece de forma frequente e em
diferentes setores industriais, constituindo uma importante alternativa para auxiliar e até
substituir os processos quimicos utilizados pelas indastrias, que podem formar
subprodutos contaminantes que causam problemas toxicoloégicos e danos ao meio
ambiente (ARAUJO, 2016; COURI; DAMASO, 2017).

As enzimas microbianas séao biocatalizadores que atuam de forma especifica,
reduzindo o custo energético dos processos industriais e a geracdo de subprodutos,
pois sdo biodegradaveis. Entre suas inuUmeras aplicacfes, destaca-se 0 uso em
diferentes industrias, tais como: de produtos de limpeza, de bebidas; de alimentos; de
diagnosticos; de medicamentos; de cosméticos; de sintese organica; de oleoquimicos;
de couro; de polpa e papel; de fibras téxteis; de tratamento de efluentes; e outras.
Estas caracteristicas tornam o uso das enzimas microbianas mais vantajosas quando
comparada ao uso dos catalisadores quimicos (MACHIELSEN; DIJKHUIZEN; VAN
DER OOST, 2007; PANESAR et al., 2016).

A celulose é um polissacarideo constituido por véarias unidades de glicose
ligadas quimicamente e no meio ambiente os micro-organismos, fungos e bactérias,
sdo responsaveis por sua degradacao, sendo uma importante glicohidrolase envolvida
na degradacdo da biomassa lignocelulésica (SONI, et al., 2010). As celulases sao
formadas por um complexo de enzimas denominadas endoglucanases, exoglucanase e

B-glicosidases. Esse complexo é responsavel pela quebra das ligagbes quimicas
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existentes na celulose presente em materiais lignocelulésicos e estdo entre as

principais enzimas utilizadas em aplicagdes industriais (ARAUJO, 2015).

Os fungos tém sido utilizados em processos biotecnolégicos como uma
alternativa muito interessante para a obtencdo do complexo celulolitico, uma vez que
sdo produtores naturais de enzimas celulases, sdo facilmente cultivados, secretam
enzimas no meio sem que haja a necessidade de romper células, aproveitam o0s
residuos agroindustriais e a biomassa celulésica como substrato para obter nutrientes e
produzem também outros componentes de interesse industrial (OLIVEIRA, 2010;
BAPTISTA, 2011; FLORENCIO, 2011; SILVA, 2013).

A agricultura brasileira se destaca no cenario mundial, sendo o pais um dos
gue mais crescem a produgcdo de alimentos com a agricultura (MAPA, 2017). A
estimativa de producdo de gréos para a safra 2016/2017 € de 237,22 milhdes de
toneladas, um crescimento de 27,1% em relacdo a safra anterior. Ja a previsdo de
producédo de cana-de-acucar para 0 mesmo periodo é de 657,2 milhdes de toneladas
(CONAB, 2017). Em relacéo a producao de frutas, o Brasil esta em terceiro lugar entre
os principais paises produtores, sendo a China o primeiro e a india o segundo
(PARANA, 2017). A estimativa de producéo de frutas para o ano de 2017 é de 44
milhdes de toneladas produzidas (CNABrasil, 2017).

Grande parte de toda producdo agricola brasileira se torna residuo, ou seja,
biomassa lignocelulosica. Todavia, é possivel utilizar esse material convertendo-o
através de processos biotecnolégicos a energia e produtos de alto valor agregado.
Esse processo esta relacionado a habilidade de producdo enzimatica dos micro-
organismos, que decompde a biomassa lignoceluldsica em glicose, sendo os sistemas
enzimaticos um campo promissor da biotecnologia (ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA,
2010).

Apesar da importancia devidamente reconhecida, o custo elevado da aplicacéo
de enzimas em processos de conversdo da biomassa lignocelulésica ainda € um

entrave para muitas empresas e outras instituicdes da area (DELABONA et al., 2013).
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Deste modo, visto a necessidade do desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos mais eficientes para a obtencdo de enzimas, objetivou-se investigar o
potencial de producdo de enzimas do complexo celulolitico por fungos filamentosos
(ascomycetos) isolados de sedimentos do mangue (uma vez que estes séo altamente
adaptados a diferentes fatores ambientais, sendo uma caracteristica muito importante e
estratégica), utilizando diferentes residuos lignocelulésicos agroindustriais como
substrato, apresentando uma alternativa para reducdo de custos energéticos na
producdo de enzimas celuloliticas e de preservacdo ambiental.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial de producdo do complexo celulolitico por fungos
filamentosos (ascomycetes), dos géneros Trichoderma, Penicilium e Aspergillus
isolados de sedimentos do mangue, utilizando substrato convencional e residuos

agroindustriais como meio alternativo.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar as linhagens com maior atividade celulolitica em meio convencional,

e Avaliar a producdo do complexo celulolitico em substrato convencional e em

residuos agroindustriais por fermentacéo submersa;

e Analisar a influéncia da temperatura e do pH na producdo do complexo

celulolitico;

e Validar estatisticamente os resultados obtidos.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo formado por varias unidades de [-D-
glicopiranosil unidas entre si através de ligacbes quimicas, estas sdo constituidas por
pontes de hidrogénio que se organizam estruturalmente formando um polimero linear
(Figura 1). O comprimento de sua cadeia linear pode variar entre 2 e 10 mil residuos de
glicose, e cada unidade gira 180° em relagcédo a unidade seguinte. Sua regido cristalina
€ impermeavel a agua e muito resistente a degradacao quimica ou biolégica (SANTOS,
2008).

Figura 1. Estrutura basica da molécula de celulose.

Fonte: http://www.sog.com.br/conteudos/em/macromoleculas/index_clip_image016.gif (2017).

Esse polissacarideo é o principal componente da parede celular das fibras das

plantas, representando cerca de 35 a 50 % do seu peso seco, desempenham uma
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funcdo exclusivamente estrutural, de protecdo osmaética e de resisténcia mecanica
(BAYER; LAMED, 1992; VILELA, 2013; PEREIRA, 2014). A celulose apresenta duas
extremidades, uma redutora que possui um carbono anomérico livre e outra nao
redutora, que nao possui esse carbono (SANDGREN; SAHLBERG; MITCHINSON,
2005).

A celulose possui uma estrutura formada por fibras celulésicas, constituidas por
macrofibrilas com cerca de 250 microfibrilas e esta € composta por uma pequena
guantidade de feixes de moléculas de celulose (Figura 2). Cada uma dessas moléculas
€ formada por mais de mil unidades de glicose formando um feixe e séo ligadas entre si
por pontes de hidrogénio (MENEZES; BARRETO, 2015).

Figura 2. Estrutura da fibra celuldsica: (a) Fibra celul6sica; (b) Macrofibrilas; (c) Microfibrilas; (d) Feixes
de moléculas de celulose; e (e) Unidades de glicose.

(a) Fibra celulésica

— (b) Macrofibrilas
.
(c) Microfibrilas
Ll
~—_ (d) Feixes de

moléculas de
celulose

(e) Unidades QAT TR

de glicose OQU @

Fonte: http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryreview9.cfm (2017) - adaptado.

Entre as fibrilas, microfibrilas e moléculas possivelmente se encontram outros

componentes da parede celular como a hemicelulose e a lignina. A disposicao de suas
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moléculas em alguns pontos das fibrilas ocorre de maneira desordenada, formando as
micelas de estrutura cristalina tornando mais resistente sua estrutura ao processo de
hidrélise (LYND et al., 2002; SAITO, 2005; MENEZES; BARRETO, 2015).

Sua estrutura pode ser disposta em trés niveis de organizacdo. No primeiro, a
sequéncia de residuos B-D-glicopiranosidicos sdo unidas por ligacées covalentes, o
que forma um o homopolimero de anidroglicose que possui ligagdes B-D (1—4)
glicosidicas e formula geral (C¢H100s) n. Em seu segundo nivel ocorre a acomodacéao
molecular, as unidades que se repetem se organizam espacialmente, havendo uma
distancia entre as ligacdes e os angulos formados por sua estrutura e pelas ligacdes
intramoleculares de hidrogénio. O ultimo nivel apresenta as associacdes das moléculas
definidas, formando moléculas agrupadas e com uma estrutura cristalina constituida.
Essas caracteristicas proporcionam resisténcia a tensao, o que faz com que a celulose

seja insoltvel em agua e a outros solventes (INACIO, 2016).

1.3.2 Enzimas: conceito e classificacao

Enzimas sdo macromoléculas compostas por polimeros de aminoacidos que se
conectam por ligagbes amidas, variando sua massa molecular de kilodalton a
megadalton. Essas substancias biologicas funcionam como biocatalisadores, sao
produzidas por organismos vivos e especializadas na aceleracdo das rea¢des quimicas
e bioquimicas especificas, seja dentro ou fora da célula, e sem elas a sustentabilidade
dos sistemas bioldgicos ndo ocorreria, a vida se tornaria impossivel (GURUNG et al.,
2013; SINGH et al, 2016; UNESP, 2017).

A atuacdo das enzimas pode aumentar a velocidade de uma reacéo por um fator
de até 10'" vezes mais, sdo extremamente eficientes transformando de 100 a 1000
moléculas de substrato em produto por minuto de reagdo, atuam em concentracdes
muito baixas, em condicfes especificas de temperatura e pH, possuem todas as
caracteristicas das proteinas, podem ter sua concentracdo e atividades reguladas e

estdo quase sempre em compartimentos no interior da célula (UNESP, 2017).
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O local onde ocorre o processo catalitico das moléculas enzimaticas & por
muitas vezes escondido no interior de bolsas hidrofébicas, determinando dessa forma a
especificidade do substrato que esté inserida e consequentemente 0 composto quimico
que ira catalisar, definindo assim, a classe da enzima (SINGH et al, 2016).

A classificagdo das enzimas é dada de acordo com a International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IlUBMB) e a Enzyme Commission (EC) da
International Union for Pure and Applied Chemistry (IUPAC), sendo realizada de acordo
com os tipos de reacdes que catalisam e elas podem ser divididas em seis classes,
conforme apresentado na Tabela 1 (SINGH et al, 2016).

Tabela 1. Classe das enzimas e tipos de reacdo que realizam.

Classes

Reacdao

Enzimas

Oxirredutases

Transferéncia de hidrogénio ou
oxigénio ou elétrons entre moléculas

Desidrogenases, oxidases e

oxigenases

Transferéncia de grupos de atomos de

Fructosiltransferases, transcetolases,

Transferases i} ] )
uma molécula para outro aciltransferases, transaminases
) ] o L Proteases, amilasases, acilases,
Hidrolases Clivagem hidrolitica de ligacdes ) )
lipases, fosfatases, cutinases
) o .. _  Pectato lyases, hidratases,
] Clivagem néo hidrolitica por eliminacéo ] ]
Liases . o desidratases, descarboxilases,
ou reacdes de adicao ] ]
fumarase, argino-succinase
Transferéncia de grupo de uma
Isomerases posi¢ao para outra dentro de uma Isomerases, epimerases, racemases
molécula
Juncéo covalente de duas moléculas
) juntamente com a hidrélise de uma ] )
Ligases Sintetases, ligases

ligac&o rica em energia em ATP ou
trifosfatos semelhantes

Fonte: SINGH et al, 2016 - adaptado.
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Esses biocatalisadores também apresentam uma elevada especificidade ao
substrato, o que reduz a producdo de subprodutos indesejaveis na reacdo, diminui 0s
custos de separacado dos produtos apds procedimentos e com os problemas ambientais
de tratamento de efluentes (YU; ZHANG, 2003).

Como principais vantagens, as enzimas apresentam a alta estabilidade, alta
eficiéncia catalitica, elevada especificidade, além de permitir a obtencdo de produtos
com melhor qualidade quando comparado a outros métodos cataliticos
(POLSHETTIWART et. al., 2011; TORRELO; HANEFELD; HOLLMANN, 2015;
ALTARUGIO; PEREIRA, 2016).

1.3.3 Enzimas celuloliticas

As enzimas celuloliticas apresentam importantes propriedades que as tornam
desejaveis no uso como catalisadores. Essas enzimas se caracterizam por serem
ativas e versateis, executando de forma seletiva e rapida uma diversidade de
transformacdes quando em condi¢cfes brandas de reacdo. Sua vantagem em relacdo a
outros catalisadores esta na acdo ampla, ndo necessita de altas temperaturas ou
valores extremos de pH para serem ativadas, podem ser reguladas através da
modificacdo da natureza do meio de reacéo (como por exemplo, pressao, alteracdo do
pH ou adicdo de um efetor). Além disso, sua especificidade catalitica permite a
transformacao molecular sem que haja reacdes paralelas e indesejaveis, que ocorre no
uso de catalisadores quimicos, gerando substancias toxicas como furfurais e derivados
de lignina até a degradacdo do produto gerado, a glicose (YU; ZHANG, 2003;
BORTOLAZZO, 2011; ARAUJO, 2016).

Essas enzimas, também conhecidas como celulases, sdo enzimas que
pertencem a classe das hidrolases, sdo biocatalisadores altamente especificos,

capazes de atuar sobre um material celuldésico sendo responsavel por sua degradacao
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e esse processo € realizado através da quebra das ligacdes quimicas existentes entre

as unidades de glicose que formam a celulose. A classificagdo de cada uma dessas
enzimas é descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Classificacéo das enzimas celuloliticas.

e . . . Enzyme Commission e . _
Classificagcdo Enzima celulolitica UBMB Reacéo catalisada

Endo-hidrolise de ligagdes B-
1,4-B-D-glucana-4-glucano- o
EC3.214 Endoglucanase ) 1,4-D-glicosidicas da celulose e
hidrolase
beta-glucanas

Hidrdlise de ligagdes B-1,4-D-

1,4-B-D-glucana-glucano- glicosidicas em celulose e
EC 3.2.1.91 Exoglucanase ) ]
hidrolase celotetraose, liberando
celobiose

Hidrélise do terminal, B-1-4-D-
EC 3.2.1.21 B-Glicosidase B-glicosideo gluco-hidrolase  glicosideo com liberacdo de

glicose

Fonte: NC-IUBMB (2008).

Este conjunto de hidrolases glicosidicas constitui um sistema enzimatico
formado por trés tipos de enzimas, as endoglucanases (EG I, EG Il, EG lll e EG IV; EC
3.2.1.4), as exoglucanases (CBH | e CBH Il; EC3. 2.1.91) e as B-1,4-glucosidase (BG |
e BG II; EC 3.2.1.21) (VAN DEN BRINK; VRIES, 2011; LIAO et al., 2015).

O processo de hidrolise enzimatica das ligacbes O-glicosidicas da celulose
envolve esses trés tipos de enzimas, que atuam em sinergia e de forma a
complementar umas as outras para liberacdo de energia (TAIZ; ZEIGER, 2004;
ZANCHETTA, 2013; JUTURO; WU, 2014). Ou seja, as endoglucanases clivam as

ligacdes internas existentes na fibra celuldsica e agem ao longo da cadeia de forma
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randémica, produzindo novos sitios de ataque para as exoglucanases; as
exoglucanases atuam na regido externa da celulose, nas extremidades da cadeia,
liberando como produto principal a celobiose; e as B-glucosidases através da hidrdlise
da celobiose e de outros oligossacarideos solUveis em glicose completam o processo
coforme a Figura 3 (ZANDONA FILHO, 2001; SANTOS, 2015).

Figura 3: Esquema representando a atuacdo das enzimas celuloliticas endoglucanases,

exoglucanases e B-glicosidase na degradacdo da estrutura da celulose.

HO HO
i 0
O
HO HO HO
| 7 _ ; _In o) )
? 4 & H OH H
3 "._ ] Endoglucanase Y © ©
e, ': - 's) H H H n
0 Celulose
o l Exoglucanase
Celulose
HS R HO HO
Celobiase ou
PB-glucosidase O O
HO OH -— OH OH
HO (0] OH
H H
Glicose

Celobiose

Fonte: FARINAS, 2011.

A hidrélise primaria ocorre na superficie dos substratos sélido e liberam os
acucares soluveis que chegam até o grau 6 de polimerizacdo. O fator limitante para
esse processo é a etapa de despolimerizacao realizada pelas endo e exoglucanases.
Em seguida, na hidrolise secundaria ocorre a hidrolise de celobiose em glicose pelas -
Glicosidases, apesar destas também participarem da hidrolise da celodextrinas
(ZHANG; LYND, 2004; FLORENCIO, 2011).
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Essas caracteristicas tornam o uso das enzimas de origem microbiana em
processos industriais e ambientais, uma forma simples, de facil controle e com
eficiéncia energética, tornando o investimento mais barato e com uma equilibrada
relacdo custo-beneficio (DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002; PIZARRO; PARK, 2003).

1.3.3.1 Endoglucanases

As endoglucanases ou 1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolase (EC 3.2.1.4)
pertencem ao complexo celulolitico responsavel pelo inicio da hidrolise molecular da
celulose. Essa endoenzima cliva as ligacdes B-1,4 internas existente na estrutura
amorfa da fibra celulosica, rompendo a cadeia de celulose de forma aleatoria e em sua
regido central, liberando acucares e oligossacarideos. Ao realizar esse procedimento a
enzima cria novos terminais, sendo um redutor e 0 outro ndo redutor, que permitira a
acao das exoenzimas (LYND et al., 2002; FLORENCIO, 2011).

A enzima carboximetilcelulase (CMCase) é a que mais se destaca entre as
endoglucanases e sua atividade normalmente € determinada usando derivados
celulésicos soluveis como carboximetilcelulose (CMC) devido a baixa cristalinidade e
alto grau de polimerizacdo (TOMME et al., 1995; CAO; TAN, 2002; ZHANG et al., 2006;
MENEZES; BARRETO, 2015).

1.3.3.2 Exoglucanases

As exoglucanase sao constituidas pelas celobiohidrolases (CBHs) ou 1,4- 3-D-
glucana-celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91) e pelas glucanohidrolases (GHs) ou 1,4-B-D-
glucana-glucano-hidrolase (EC 3.2.1.74). A enzima Avicelase se destaca como a
principal responsavel pela producdo de celobiose a partir da celulose micristalina.

Essas enzimas participam da primeira etapa da hidrolise sendo responsaveis pela
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amorfogénese (ruptura fisica do substrato que ocasiona a desestratificacdo das fibras e
aumento das regides intersticiais). Sua atuagao ocorre na regido externa da celulose
causando a inversdo na configuracdo do carbono 1 do residuo liberado, e essas
enzimas se ligam as extremidades redutoras e ndo redutoras da molécula de celulose
microcristalina expostas pela endoglucanase, liberando unidades de celobiose (CAO;
TAN, 2002; BORTOLAZZO, 2011; SANTOS, 2014; MENEZES; BARRETO, 2015).

Existem dois tipos de celobiohidrolases, as que hidrolisam os terminais redutores
(CBHI/Cel7A) e as que hidrolisam os terminais n&do redutores (CBHII/Cel6A) da fibra de
celulose e de oligossacarideos a celobiose. Todavia, ambas sofrem inibicdo pela
celobiose - seu produto de hidrdlise - e necessitam da atuacao das outras enzimas do
complexo celulolitico, especificamente as B-glicosidases. Ja as glucanohidrolases
hidrolisam a fibra celulosica e liberam diretamente no meio o polimero (BOM et al.,
2008; CASTRO; PEREIRA JR., 2010; SILVA, 2014).

1.3.3.3 B-glicosidases

A enzima -glicosidase ou p-glicosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21) ¢é
responsavel por hidrolisar alguns oligossacarideos solluveis em glicose e
principalmente a celobiose, gerando como produto final a glicose (LYND et al., 2002;
LYND; ZHANG, 2002; MENEZES; BARRETO, 2015). Essa habilidade hidrolitica reduz
a inibicdo das endoglucanases e exoglucanases pela presenca da celobiose e aumenta
o rendimento total de acucares fermentesciveis (PETROVA et al., 2002; WILSON,
2008).

Sua atuacado ocorre sobre as moléculas de celobiose e de outras celodextrinas
com baixo peso molecular, produzindo a glicose na configuragao B, o que permite
diferenciar essa enzima de outras exoglucanases. Contudo, essa enzima, assim como
a exoglucanase, também possui a caracteristica de sofrer inibicdo com o produto de
sua hidrélise (AWAFO, 1997; CASTRO; PEREIRA JR., 2010; SILVA, 2014).
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Uma cooperacgdo sinérgica entre as enzimas celuloliticas tem sido descrita como
pré-requisito para uma degradacdo completa e eficiente da celulose, todavia, os
mecanismos moleculares envolvidos neste processo ainda ndo sdo completamente
compreendidos (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).

1.3.4 Micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas

Existem varios micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas na
natureza. Sao os fungos, as leveduras e as bactérias, que secretam as enzimas
celuloliticas, uma vez que ndo sdo capazes de transportar para o interior de suas
células materiais insoltveis como a celulose, apenas 0s agUcares provenientes dessa
degradacéao para serem metabolizados (WILSON, 2008; SILVA, 2014).

As principais razdes para utilizacdo de micro-organismos em estudos se devem
as vantagens que 0s mesmos apresentam, das quais se destacam: a necessidade de
pouco espaco para seu crescimento e producdo de enzimas; versatilidade em degradar
diferentes substratos, principalmente residuos agroindustriais; crescimento rapido
guando em condi¢cbes apropriadas; e facilidade de manipulacdo genética (BRAVO et
al., 2000; SANTOS, 2015).

Entre os principais géneros de micro-organismos produtores de celulase estéo:
as bactérias anaerobias Clostridium e Rominococcus; as bactérias aerobias
Cellulomonas e Thermobifida; os actinomycetes Streptomyces; os fungos filamentosos
Trichoderma, Bulgaria, Helotium, Poria, Aspergillus, Penicillium, Sporotrichum,
Fusarium e Humicola; as leveduras Trichosporium e Cryptococcus; as plantas do
género Fragaria e animais como moluscos e insetos (LYND et al., 2002; PALOMER et
al., 2004; SINGHANIA et al., 2010; SILVA, 2014; HANSEN et al., 2015; SINDHU;
BINOD; PANDEY, 2016).

Estudos realizados por Ten et al. (2004) utilizando bactérias aerbébias e

anaeroObias, actinomycetos e substratos cromogénicos insollveis, constataram a
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capacidade de degradagdo da celulose e hemicelulose pelos micro-organismos
estudados, entre os quais se destacaram Bacillus, Streptomyces, e Cellulomonas. A
bactéria Cellulomonas flavigena também secreta varias enzimas celuloliticas, sendo
capaz de hidrolisar sinergicamente a celulose e hemicelulose, usando diferentes

substratos de origem celulosica (RAJOKA et al., 2005).

Os fungos filamentosos também possuem a atividade celulolitica capaz de
degradar compostos como a celulose. Um exemplo disso € o género Aspergillus, que
participa da degradacdo de polissacarideos da parede celular dos vegetais e as
enzimas produzidas por esse género sado altamente glicosiladas (DE VRIES; VISSER,
2001).

Alguns micro-organismos se destacam por sua elevada capacidade de secretar
altas quantidades de enzimas extracelulares, sendo as bactérias e os fungos
filamentosos os mais indicados na producédo de celulases em grandes quantidades
(VAN DEN BRINK; VRIES, 2011). Contudo, em processos industriais, os fungos
filamentosos sdo empregados com maior frequéncia na producdo de enzimas
celuloliticas em virtude das propriedades fisiologicas, enzimaticas e bioquimicas, que
Ihes permitem crescer em uma variedade de substratos convertendo-os para aumentar
sua capacidade de hidrolise (SOCCOL et al., 1994).

1.3.4.1. Fungos filamentosos produtores de enzimas celuloliticas

Os fungos filamentosos estdo em diferentes ambientes e possuem uma
importancia significativa para cada um deles. Esses micro-organismos sdo, entre
outros, responsaveis pela ciclagem dos nutrientes, principalmente nos ecossistemas
florestais. Seu principal habitat € o solo e nele representa, junto com as leveduras, 0s
maiores constituintes da biomassa microbiana. Os fungos sdo responsaveis pela
decomposicéo inicial dos compostos organicos e participam do grupo de individuos
organotroficos (HYDE, 1997; MAIA et al., 2017).
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Ainda segundo MAIA et al., (2017), esses micro-organismos liberam em
diferentes ecossistemas que habitam, elementos como N, P, S e K. Além disso, atuam
na estocagem de alimentos e no transporte de elementos como agua, sais, minerais e
outras substancias da planta para o sol e vice-versa; participam na alteracdo da
guantidade de 4gua e ions; alteracdo de compostos téxicos e recalcitrantes; estimulam
a germinacao de sementes e outras tantas atividades (WICKLOW; CARROLL, 1981).

Os avangos cientificos acontecem em diferentes areas e com as pesquisas no
campo das enzimas ndo € diferente. Neste sentido, os fungos filamentosos vém
adquirindo espaco nas industrias gracas ao potencial que possuem, especialmente no
tocante aos aspectos relacionados a melhoria do produto final (SOARES et al., 2010;
SANTOS et al., 2015). Outros fatores como a facilidade de cultivo, a liberacdo de
enzimas diretamente no meio de cultivo sem que haja a necessidade de ruptura das
células e a elevada producéo enzimatica também caracterizam a posicéo de destaque
desses micro-organismos pelas industrias (STROPARO et al., 2012; SANTOS et al.,
2015).

1.3.5 Potencial biotecnoldgico dos fungos

Fungos sdo seres vivos eucariotos que podem ser haploides, diploides ou
poliploides. Possuem paredes quitinosas rigidas, formadas por polimeros de amino-
acucares, sdo heterotrofitos, dependem de substancias orgéanicas disponiveis no
ambiente, podem se apresentar em duas formas, leveduriforme ou hifal, sendo
altamente eficientes na degradacdo de inumeros substratos. Muitas de suas
substancias metabdlicas sdo de interesse industrial e comercial, além disso, os fungos
sdo agentes decompositores naturais, principalmente de componentes primarios da

madeira como a celulose e a lignina (MINAMI, 2003).

Os fungos possuem uma grande diversidade entre si e caracteristicas
especificas que os diferenciam de qualquer outro reino (AZEVEDO, 2001). Uma de

7

suas habilidades mais distinta € a de utilizar diferentes fontes de carbono como
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alimento, sendo sua nutricdo absortiva e liberando enzimas no meio em que se
encontram. Essa acdo provoca a quebra de macromoléculas existentes no meio em
moléculas mais sollveis que facilitam sua absor¢cédo, podendo ser carboidratos, lipidios
ou proteinas e como componente de reserva primaria de carboidratos utiliza o
glicogénio (ALEXPOULOS et al., 1996). Sao agrupados em quatro filos:
Chytridiomicota; Zygomycota; Ascomycota; e Basidiomycota. Até o presente momento
0 maior numero de espécies ja encontradas pertence ao filo Ascomycota, sendo suas

nove classes ainda discutidas por especialistas (LOGUERCIO, 2004).

No tocante as aplicacfes biotecnoldgicas, esses seres podem ser utilizados em
diferentes areas e sua producédo de metabolitos esta diretamente ligada a funcao de
interagdo com 0 meio ambiente, competicdo com outros organismos, fatores bioticos e
abioticos e aos substratos disponiveis (AZEVEDO et al., 2002; ZHI-LIN et al., 2007).

Entre as principais aplicacbes estdo: (a) o controle bioldgico - com a acgéo
antagbnica e de competicdo através da producdo de compostos quimicos, para o
controle de pragas e outros agentes; (b) a producdo de farmacos - utilizando
metabolitos secundarios como o0s antibidticos, os pigmentos e as toxinas
(GUIMARAES, 2006); (c) a producdo de enzimas hidroliticas: amiamilase;
oxidorredutases; protease; lipase; celulase; pectinase; xilanase; e lipase para diferentes
setores industriais (NIELSEN; OXENBOLL, 1998); (d) producdo de compostos
antioxidantes: radicais livres liberados durante o estresses oxidativo que modificam o
DNA distribuido no meio intracelular e envolvidos nas inflamacgdes, diabetes,

carcinogénese, isquemia cerebral, e outros (OLIVEIRA, 2010).

1.3.6 Classe Ascomycetes

A classe dos ascomycetes é encontrada em diferentes ambientes, seja terrestre
ou aquatico, apresentam habito saprébio, simbionte ou até mesmo de parasitismo.
Sendo o maior grupo de fungos, sdo conhecidas mais de 32.000 espécies e 3.328

géneros agrupados em 270 familias (KIRK et al., 2001).
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Em relagcd@o as suas principais caracteristicas, a formacao de esporos sexuados
ou ascosporos em estruturas saculiformes (a qual se denomina ascos) se destaca. Por
serem parasitas de planta, animais e de outros fungos, decompositores e formarem
ectomicorrizas, os estudos e a aplicacdo desses fungos € de grande interesse para as
industrias. Além disso, seu uso também tem sido reportado como alimento, no preparo
dos mesmos e como produtor de inUmeras substancias, tais como: antibiéticos;
vitaminas; proteinas; acidos e principalmente enzimas; entre outras (ALEXOPOULOS
et. al., 1996).

1.3.6.1 Género Trichoderma

O género Trichoderma pertence a Familia Hypocreaceae, Ordem Hypocreales,
Classe Ascomycetes e ao Filo Ascomycota (KIRK, 2012). Inicialmente esse género foi
proposto por Person (1794) para fungos com caracteristicas bem definidas, mas que no

nivel de espécie, possuisse uma morfologia pouco definida.

Entre as principais caracteristicas para a determinacdo do género consideram-se
as seguintes: crescimento rapido em meio de cultura podendo atingir de 2 a 9 cm de
diametro apés quatro dias (ESPOSITO; SILVA, 1998); colbnias flocosas, dispersas ou
compactadas em tufos; conidios formados nas extremidades das fialides de hifas
diferenciadas (Figura 4), com tamanho e forma variada, assim como a coloracéo, que
pode ser verde a amarelo ou hialino; conidiéforos bem definidos (SAMUELS, 1996); e
presenca esporadica de clamidésporos. Os conidios possuem uma tendéncia de
aglomeracao e em algumas espécies para que ocorra a esporulacédo se faz necessaria
a presenca de luz (TROIAN, 2014).

Espécies desse género sdao de grande interesse biotecnolégico, pois se
desenvolvem em diferentes substratos e condicBes ambientais variaveis (ESPOSITO;
SILVA, 1998). Contudo, quando utilizado para o biocontrole se faz necessaria uma
analise ampla dos principios biolégicos de sua acdo (MUKHERJEE et al., 2012). Em

aplica¢@es industriais, também sé@o conhecidas por produzirem grandes quantidades de
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enzimas celuloliticas e hidroliticas, principalmente a espécie Trichoderma reesei e seus
mutantes (EVELEIGH, 1985; BEGUIN, 1990; KUBICEK, 1992; SANTOS, 2008).

Figura 4. Conidi6foro caracteristico da espécie Trichoderma viride.
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Fonte: http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/tri.htm (2017) - adaptado.
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1.3.6.2 Género Aspergillus

Aspergillus € um género bastante comum entre os fungos conidiais, estao
disponiveis em diferentes lugares e participam da decomposicdo da matéria organica
morta. A classificagdo mais importante sobre os fungos conidiais foi dada no século

XIX, na obra Sylloge Fungorum IV, escrita por Saccardo (1886). Para esse autor,
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haveria uma relacdo entre os fungos conidiais dada por suas caracteristicas em
comum, como a cor, a forma dos conidios e sua produgcdo em estruturas fechadas, a
auséncia ou o padrao de associacdo dos conidioforos, a septacdo, e outros (CRUZ,
2008).

A principal caracteristica dos fungos conidiais é a producdo de estruturas
reprodutivas, que déo origem aos conidios (esporos assexuados) e sua forma de
producdo, ontogenia e organizacdo morfolégica sdo os elementos que irdo definir a
taxonomia do grupo. Esses fungos estdo presentes em quase todos os substratos,
sendo organismos vivos, mortos ou até materiais industrializados (GUSMAO, 2007).

O género Aspergillus € um grupo formado por fungos filamentosos descritos
primeiramente por Michelli em 1729. Contudo, somente no século XIX houve um
detalhamento de sua descricdo e a classificacdo enquanto género foi dada
primeiramente por Thom e Church em 1926 (SALES, 2010). Espécies desse género
sdo cosmopolitas, sendo considerados fungos filamentosos anemofilos. Em sua fase
anamorfa, participam da divisdo Eucomycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae. Esse género apresenta mais de
cem espécies, sendo identificadas através de caracteristicas morfolégicas e divididas
em seis subgéneros (KLICH, 2002; SALES, 2010).

As espécies desse género constituem colénias filamentosas com diferentes
caracteristicas e microscopicamente apresentam hifas septadas com aproximadamente
4 mm de diametro. Sua estrutura de frutificacdo tipica € formada por célula-pé,
conidiéforo, vesicula, métula e ou fialide, esta promove a reproducéo do fungo de forma
assexuada através da producdo de fialoconidios ou conidios como visto na Figura 5
(SALES, 2010).

Em algumas espécies desse género € possivel ocorrer a forma sexuada
(outeleomorfa), sendo verificada a presenca de cleistotércio, ascos e ascOsporos.
Nesta situacdo, o fungo é classificado como teleomorfo e pertence a um dos oito
géneros existentes: Emericella, Chaetosartorya, Neosartorya, Eurotium, Petromyces,

Hemicarpenteles, Fennellia ou Sclerocleista (KLICH, 2002).



Mororé, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...
34

Figura 5. Conidiéforos caracteristicos de espécies de Aspergillus: (a) uniseriado de Aspergillus equitus;
(b) biseriado de Aspergillus ochraceus.

conidioforo ————

10um

célula-pé

@) (b)

Fonte: Klich e Pitt, 1998 (adaptado).

A importancia industrial de algumas espécies desse género é bastante
conhecida, principalmente na producdo de varios alimentos que obtidos apds o
processo de fermentacdo, como no caso do molho de soja ou shoyu, pasta de soja ou
missO e aguardente de arroz (o sake), que utilizam as espécies A. oryzae, A. awamori,
A. sojae ou A. kawachii nos processos da fabricacdo. Os temperos do Oriente também
utilizam enzimas microbianas proteoliticas e amiloliticas de espécies de Aspergillus
(GOLDMAN; OSMANI, 2008).
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Outras espécies desse género também sdo estudadas para a producdo de
produtos de interesse biotecnologico. Na producdo de enzimas, o género é conhecido
por sua alta produtividade de enzimas do complexo celulolitico e a enzima xilanase
(SCHUSTER et al., 2002; SALES, 2010).

1.3.6.3 Género Penicillium

O género Penicillium foi descrito por Link em 1809 e seu nome tem origem no
Latim Penicillius devido a disposicao de seus conidiéforos em formato de pincel, como
visto na Figura 6 (BIOURGE, 1923). As espécies desse género se reproduzem atraves
da producdo de conidios, também conhecidos por esporos, que tem origem de

estruturas denominadas conidioforos ou esporoforos (SILVIA, 2013).

Figura 6. Conidi6foros caracteristicos da espécie Penicillium citreonigrum Dierckx.
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Fonte: http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp (2017) - adaptado.



Morord, M. C. C. BIOPROSPECGCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS (ASCOMYCETES)...
36

Em 1949, Raper e Thom propuseram a existéncia de 137 espécies desse
género em sua publicagdo “Manual of the Penicillia”. Essa identificagcdo se baseou em
caracteristicas macroscopicas, microscopicas e fisiologicas, tais como: a textura e o
desenvolvimento das colénias em meios de cultura padrdo; temperatura de
crescimento e pigmento, respectivamente. Seu crescimento geralmente ocorre com o
uso de uma Uunica fonte de carbono, podendo ser diversos monossacarideos,
dissacarideos, alcodis e acidos. Apesar de a peptona ser o a melhor fonte de
nitrogénio, algumas espécies conseguem crescer utilizando unicamente o nitrato e ndo
exigem vitaminas complexas para seu crescimento (RAPER; THOM, 1949; SILVIA,
2013).

Para Alexopoulos et al., (1996), esse género é constituido somente por espécies
anamorfas, que se incluem no Filo Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem
Eurotiales e Familia Trichocomaceae. Em 2011, Houbraken e Samson sugeriram, apds
analises morfolégicas e filogenéticas, a divisdo da familia Trichocomaceae em trés:
Aspergillaceae, Thermoascaceaen e Trichocomaceae. Dessa forma 0 género passou a
ser denominado Penicillium sensu stricto, apresentar também espécies teleomorfas e

foi reclassificado para a familia Aspergillaceae.

Entre as principais caracteristicas do género, podemos verificar a formacéao de
colbénias por micélio nas coloracdes: verdes; verde-azuladas; verde-amarelas; verde-
acinzentadas; incolores; avermelhadas; salmons; amarelo-arroxeado; brancas; e
outras. Algumas espécies podem produzir pigmentos que modificam a tonalidade do
meio de cultura e também, produzir gotas de exudato de coloracdo diversa,
principalmente quando crescem em meio de cultura com Agar Extrato de Levedura
Czapek — CYA (SILVIA, 2013).

As espécies do género Penicillium possuem um importante papel na natureza,
participam dos ciclos biogeoquimicos e nos processos de decomposicdo da matéria
organica. E possivel encontrar espécies desse género em todos 0s ecossistemas,
apesar de seu habitat natural ser o solo, pois séo tolerantes as variagoes de condi¢des

fisico-quimicas (tais como temperatura, atividade da agua e pH), possuem uma
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elevada capacidade metabdlica e poucas ou nenhuma exigéncia nutricional especifica.
Sua capacidade de resisténcia as condicbes extremas lhe confere a habilidade de
crescer em diferentes ambientes em que exista uma reduzida quantidade de sais

minerais até as mais complexas fontes de carbono (ONIONS; BRADY, 1987).

1.3.7 Residuos agroindustriais

A biomassa lignocelulésica compreende toda matéria organica, ela é a fonte de
matéria-prima mais abundante e disponivel, sendo denominada também de biomassa
residual e constituida em sua maioria por: residuos agroindustriais, oriundos das
industrias de gréos, madeira, papel e outras; residuos de origem urbana; e outros. A
constituicdo dessa biomassa é praticamente dividida em trés fragcbes polimétricas
unidas entre si, sdo elas: a lignina, a celulose e a hemicelulose (SZENGYEL, 2000;
GONCALVES et al., 2014). Outros componentes estruturais ou metabdlicos fortemente
interligados (por forca covalentes ou ndo covalentes) também constituem a biomassa,
tais como proteinas, minerais, acidos organicos e acucares livres (MENON; RAO,
2012; SANDERS et al., 2012).

Em virtude de o Brasil exercer uma extensiva atividade agricola, enormes
volumes de residuos sédo gerados (BASSO; GALLO; BASSO, 2010; DANTAS;
AQUINO, 2010). Somente a area de graos plantada para a safra de 2016/2017 deve
chegar a 60,49 milh6es de hectares, cerca de 3,7% de crescimento quando comparada
a safra anterior (CONAB, 2017). Esses graos serdo processados e armazenados, e
todo esse processo gera toneladas de refugos agricolas que incluem cascas, bagaco,
palha, sabugo e outros que em sua maioria sdo descartados (SALAZAR et al., 2005;
ROCHA; ALMEIDA; CRUZ, 2017).

O interesse pelo uso eficiente dos diversos residuos agroindustriais tem crescido
(principalmente quando sdo composicdo € basicamente composta por celulose e
hemicelulose) e junto com ele o desenvolvimento de varios bioprocessos, que utilizam

estas biomassas como fonte energética e de producéo de inUmeras moléculas com alto
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valor agregado, como por exemplo, &cidos orgéanicos, proteinas microbianas e enzimas
(FLORENCIO, 2011).

As principais vantagens de utilizagdo da biomassa de origem agroindustrial se
devem ao fato de serem recursos naturais renovaveis; sua producéo depender de outra
atividade produtiva; se apresentarem em uma grande quantidade (o que pode constituir
um passivo ambiental); e sendo utilizado como substrato € possivel se obter uma
especificidade do extrato enzimético, além da hidrolise do proprio residuo (MACIEL,
2006).

b

Devido a quantidade de nutrientes e outros compostos, assim como as
crescentes preocupacdes ambientais, os residuos agroindustriais tém sido estudados
com intuito de desenvolver processos biotecnoldgicos eficientes para sua conversao
em produtos com alto valor agregado e ndo toxicos ao meio ambiente (NARAIAN et al.,
2010).

Os residuos agroindustriais também representam uma fonte alternativa muito
importante na obtencdo de enzimas microbianas (SIQUEIRA et al., 2010), servem
como fonte de carbono e de outros nutrientes, dando suporte ao crescimento
microbiano (PANDEY, 2003). Além disso, esse processo de conversdo dos polimeros
da parede celular vegetal em acucar fermentesciveis é fundamental para a producao
de alimentos, produtos farmacéuticos e quimicos (BASSO, GALLO e BASSO, 2010).

Os fungos filamentosos sdo 0s micro-organismos mais promissores na producao
de importantes metabolitos utilizando residuos agroindustriais (DANTAS; AQUINO,
2010; SANTOS et al., 2013). Varios estudos tém sido realizados com diferentes tipos
de residuos agroindustriais sendo utilizada como matéria prima para a producao de
celulases em fungos filamentosos (KABEL et al., 2005; LEITE et al., 2008; NIEVES et
al., 2009; SINGHANIA et al., 2009).

Os centros de distribuicdo e armazenamento de alimentos geram grande
guantidade de residuos semelhante aos agroindustriais, uma vez que possuem
produtos da mesma origem. Neste sentido, a obtencédo dos residos utilizados neste

estudo se deu por fontes comerciais oriundas do Centro de Abastecimento e Logistica
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de Pernambuco — CEASA/PE.

1.3.7.1 Residuo de farelo de milho

O milho (Zea mays mays L.) pertence a familia Gramineae, registros
arqueologicos de sua origem datam de 7.500 A. P. na América Central e 4.500 A. P. na
América do Sul e na costa do Peru. Essa espécie pode ser cultivada em diferentes
ambientes, podendo ser nos hemisférios norte ou sul, em regiées montanhosas ou ao
nivel do mar, em regides Umidas ou secas, tudos isso gracas a sua grande capacidade
adaptativa aos diferentes climas (FREITA, 2002; RITCHIE et al., 2003; MATOS, 2007).

Esse alimento € o cereal mais cultivado no mundo, podendo ser utilizado na
alimentacdo de animais até em industrias com alta tecnologia. Cerca de 70% de seu
consumo ocorre na forma de graos em todo o mundo e seus derivados participam da
alimentacdo humana constituindo uma importante fonte de alimento (DUARTE;
MATTOSO; GARCIA, 2017).

Os Estados Unidos, a China e o Brasil sdo os maiores produtores de milho,
ocupando o primeiro, segundo e terceiro lugar, respectivamente. No Brasil, o milho é o
terceiro produto agricola mais produzido, ficando atras da cana-de-acUcar e da soja
(FAO, 2014). Somente para a primeira safra do periodo 2016/2017, um total de 5529,3
mil hectares de area plantada gerou 30.397,3 mil toneladas, um aumento de 18% em

relacdo ao mesmo periodo da safra anterior (CONAB, 2017).

Na indastria do milho, a palha e o sabugo sdo importantes subprodutos, obtidos
muitas vezes durante a colheita. A palha em sua maioria ndo possui um uso definido e
se torna um residuo, enquanto o sabugo, residuo gerado apds a debulhagem do milho,
muitas vezes sdo utilizados no preparo de racdo animal (SANTOS, 2014). Para cada
tonelada de milho processado sédo gerados, aproximadamente, 180 kg de sabugo
(TSAI, 2000; TORRE et al., 2008) e 700 kg de palha (HORST, 2013).
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1.3.7.2 Residuo de casca de tangerina

A tangerina (Citrus reticulata Blanco) pertence a familia Rutaceae e tem origem
asiatica, da Indochina e do Sul da China. O fruto tem tamanho médio e forma oblata,
sua casca € firme, fina, facil de remover, possui superficie lisa e cor laranja a tons
avermelhados. Internamente a polpa é de cor laranja, com segmentos faceis de
separar e poucas sementes. Cerca de 43% de seu peso total corresponde ao suco e
essa fruta esta entre os citros mais produzidos e consumidos no mundo, sendo
utilizada para o consumo em natura ou para industrializacdo, com a obtencédo de
produtos processados, tais como Oleos essenciais, racdes e pectina. (EMBRAPA,
2017).

Em todo o mundo, cerca de 29.864.485 toneladas de tangerina foram
produzidas no ano de 2014, sendo a China a maior produtora, seguida pela Espanha,
Marrocos e o Brasil, em quarto lugar com uma producdo de 965.167 toneladas. A
producédo dessa fruta para o ano seguinte no Brasil teve um aumento significativo,
chegando a 999.686 toneladas (EMBRAPA, 2017).

As cascas de frutas citricas possuem aplicacdes pouco reconhecidas, contudo
sdo importantes fontes de nutrientes que necessitam ser explorados. Residuos como
esses sdo ricos em Oleos essenciais, pigmentos naturais, pectina e outros, apresentam
altos teores de carboidrato, lipideos, proteinas, fibras, antioxidantes e flavonoides, que
podem ser utilizados em alimentos (KOBORI; NUNES, 2005; FERNANDES et al., 2006;
MAURO et al., 2010).

1.3.7.3 Residuo de casca e coroa de abacaxi

O abacaxi (Ananas comosus L. Meril) pertence a familia Bromeliaceae é uma
planta herbacea e perene, possui talo de clava curta e grossa, seu fruto geralmente é

grande e possui comprimento superior a 15 cm. A polpa desse fruto pode variar de
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coloracdo, geralmente ndo apresenta sementes, é suculenta e essa espécie possui

origem no continente americano, entre o Brasil e o Paraguai (EMBRAPA, 2017).

O fruto dessa espécie é bastante consumido, além de servir como alimento
natural e para producdo de produtos industrializados, tais como o &lcool de uso
farmacéutico, acido citrico, vinagre, vinhos e amido comercial, a bromelina, uma
enzima presente na espécie, possui ampla utilidade para a industria de alimentos,
farmacéutica e de bebidas (EMBRAPA, 2017).

A producao mundial de abacaxi para o ano de 2014 foi de 25.439.365 toneladas
e no Brasil, o segundo maior produtor do fruto em 2015, a producdo chegou a
1.801.415 toneladas (EMBRAPA, 2017). Parte dessa producdo € destinada ao
beneficiamento do abacaxi, que resulta em uma consideravel quantidade de residuo,
cerca de 65 a 75% do fruto (LOUSADA JUNIOR et al., 2006; LEONEL; LEONEL;
SAMPAIO, 2014). Contudo, existe uma grande viabilidade de utilizacdo desse residuo,
principalmente da casca onde se encontram as fibras e outros nutrientes importantes,

para producdo de enzimas como a bromelina (IMANDI et al., 2008).

1.3.7.4 Residuo de farelo de trigo

O trigo é uma graminea que pertence ao Reino Plantae, familia Poaceacea e ao
género Triticum, teve sua origem a partir do cruzamento de outras plantas silvestres
que existiam proximas aos rios Tigre e Eufrades, sendo introduzida na india, China e
Europa desde cinco mil anos a.C. (BRAMMER, 2000; MORAES-FERNANDES et al.,
2000).

Entre as principais vantagens do trigo, a que mais se destaca € a propriedade de
manter suas caracteristicas de qualidade, mesmo sendo armazenado por um longo
periodo. Essa propriedade foi muito importante para o desenvolvimento das civilizacdes
e continua sendo um dos principais alimentos dos paises desenvolvidos (EMBRAPA,
2017).
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O trigo é a segunda maior cultura do mundo, constitui cerca de 30% da
producdo mundial de cereais. Aproximadamente 65% da producédo é destinada para o
consumo humano, principalmente pela industria alimenticia na forma de farinha branca
utiizada para producdo de massas alimenticias, pdes, bolos, biscoitos e como
ingrediente na fabricac@o de outros alimentos. Uma parcela de 20% é destinada para a
alimentagcdo animal e os 15% restantes sdo utilizados como sementes e em usos
industriais (MIRANDA, 2006).

A safra brasileira no ano de 2016 foi muito boa e devido a esse fator as areas de
plantio para a safra de 2017 foram reduzidas. Contudo, a semeadura ainda esté
ocorrendo e nos dois maiores estados produtores, Rio Grande do Sul e Parana, tem
atingido cerca de 57% e 90% da area plantada com o cereal respectivamente e
estimada para os estados (CONAB, 2017). Sua projecdo para 2020/2021 é de 6,9
milhdes de toneladas produzidas e 11,7 milhdes de toneladas para consumo, sendo
necessario realizar importacdes para abastecer e suprir a demanda de 4,8 milhdes de
toneladas (MAPA, 2012).

O Brasil apresenta potencial de expansdo na producdo de trigo com o6tima
gualidade, todavia, estima-se que sdo geradas 1,36 toneladas de palha para cada
tonelada de gréos produzidos, sendo necessaria uma destinacdo correta para essa

abundante biomassa lignocelulolitica (HORST, 2013).

1.3.8 Aplicacao das enzimas celuloliticas

De acordo com Zanchetta (2013), as enzimas celuloliticas sédo utilizadas em
diversas aplicacdes biotecnologicas e em diferentes areas e atividades industriais,
caracterizando assim sua importancia econémica. Na indastria de alimentos pode ser
aplicada para melhorar as propriedades sensoriais de massas; extracao de 6leos de
sementes; na de bebidas pode facilitar o processamento, maceracdo, extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas, rompendo a rede de celulose das células vegetais que

mantém o liquido retido. Participam também da producéo de cervejas e na produgéo de
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vinhos, que utiliza principalmente a B—glicosidase para extragdo de pigmentos e
substancias aromaticas presentes na casca da uva, auxiliam na degradacdo de
compostos de sabor desagradavel e liberam substancias flavorizantes que aprimoram o
sabor e 0 aroma do vinho (GHORAI et. al., 2009; ZANCHETTA, 2013).

Na industria téxtil se aplica em processos de biopolimento (que desfibrila os
tecidos feitos de algodao, 1&, linho e viscose) e bioestonagem (que permite amaciar e
desbotar o brim). Essas enzimas atuam degradando a celulose presente nas fibras da
superficie do tecido tornando-os mais lisos, macios e com melhor caimento. Também
participam no processo de envelhecimento do jeans, removendo parcialmente o
corante indigo, que era realizado com pedra-pomes, causando varias desvantagens
tanto para as maquinas de lavar e secadoras que sofriam desgaste, quanto para 0s
préprios tecidos, que diminuiam sua qualidade devido a abrasédo excessiva (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010; ZANCHETTA, 2013).

Ja nas industrias de polpa e papel, essas enzimas tornam o papel mais branco e
liso, atuam modificando de forma controlada as propriedades mecanicas da polpa e
liberacdo de tintas existentes na superficie das fibras a serem recicladas. Também séo
utilizadas na fabricacdo de detergentes domeésticos e industriais, que alem de
degradarem menos os tecidos proporcionam maior limpeza; gestdo de residuos e
aguas residuais; medico farmacéutica (BHAT, 2000; FLORENCIO, 2011; JUTURO;
WU, 2014; SANTOS, 2014; YOON et al., 2014).

Na alimentacdo animal, a aplicacdo dessas enzimas se da como aditivo na
producdo das racdes para ruminantes, suinos e aves com a finalidade de facilitar a
digestdo de alimentos ricos em fibras de celulose (0 que melhora a conversdo do
alimento e aumentando a producéo de carne e leite), e como um componente indutor
da silagem (ANNAMALAI et al., 2014).

Nos ultimos dez anos houve um aumento na demanda enzimas celuloliticas,
gracas a sua utilizacdo na area energética, a qual vem sendo aplicada em processos
de sacarificacdo de materiais lignocelulésicos (residuos vegetais: bagaco e palha de
cana; cascas de arroz e de outros graos; talos, sabugo e palha de milho; restos de

madeiras; e outros) para a producdo de biocombustiveis (PANDEY et. al., 1999;
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FERNANDES, 2009; ZANCHETTA, 2013; ANNAMALAI et al., 2014; GUPTA; VERMA,
2015).

1.3.9 Mercado de enzimas

De acordo com a Associacao Brasileira da Industria e Comércio de Ingredientes
e Aditivos para Alimentos — ABIAM (2015), o mercado global de enzimas industriais
movimenta cerca de 4 bilhdes de doélares e estima-se que o Brasil participe de 6%
desse total, o que representa 240 milhdes de dolares. Entre os campos de interesse e
aplicagédo industrial das enzimas estdo: detergentes; alimentos e bebidas; nutricdo

animal; industrias técnicas; biocombustiveis; e industria farmacéutica.

O crescimento do mercado mundial de enzimas ocorre diariamente e em
campos de aplicagdes distintos, como por exemplo, nas industrias quimicas,
farmacéuticas, de alimentos e de cosmética. A compreensdao do comportamento
catalitico das enzimas se deu através de pesquisas realizadas em diferentes areas,
como a da engenharia e biologia molecular, conduzindo a novas aplicacdes e ao uso
de varias enzimas, tais como: lipases, proteases, acilases, amilases, oxidases,
glicosidases e celulases (ALTARUGIO; PEREIRA, 2016; VILLENEUVE, 2007).

De acordo com Politzer e Bom (2006), cada vez mais a sustentabilidade tem
sido incorporada as atividades produtivas, com o intuito de substituir os processos
guimicos baseados em insumos ndo renovaveis pelos que se baseiam em processos
guimicos ou bioquimicos, utilizando insumos renovaveis. Outro fator amplamente
reconhecido é a necessidade da substituicAo das inimeras etapas dos processos
guimicos por processos mais eficientes como os biotecnoldgicos, o que favorece dessa
forma a utilizacdo de matérias primas renovaveis pelas tecnologias de
biotransformacdo e biocatalise. Esses processos jA sdo utilizados pelas industrias,
todavia, existe um grande interesse no desenvolvimento e implementacdo de novos
processos que resultem em produtos de maior qualidade e que tenham sido obtidos por

processos que consumam menos energia e causem um menor impacto ambiental.
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Ainda segundo Politzer e Bom (2006), em decorréncia destas necessidades e
tendéncias relacionadas as atividades produtivas, ocorrerdo aumentos significativos do
consumo de enzimas no pais e no mundo. Esta perspectiva é particularmente
importante para o Brasil, uma vez que o pais possui ampla potencialidade de
desenvolvimento e producdo de Tecnologia Enzimética, com a utilizacdo de matéria
prima renovavel, colaborando para a preservacdo ambiental. Além disso, o0 meio
ambiente brasileiro representa um ativo de valor incalculavel que contribui de maneira
decisiva para alavancar a representatividade brasileira do setor enzimético no cenario

internacional.

Mussato et al. (2007) e Murugan et al. (2011) mostraram em seus estudos que
grande parte da economia mundial tem origem em processos biotecnologicos
microbianos, contudo, a pesar de existir um potencial muito interessante, os custos
com o desenvolvimento dos processos enzimaticos ainda sdo muito elevados. Neste
sentido, surge o uso de residuos agroindustriais como substrato para compor uma das
alternativas que minimizam este problema e também solucionam outros de cunho
ambiental e econdmico. As enzimas estdo entre as substancias produzidas por micro-
organismos que mais se destacam, uma vez que essa producdo chega a movimentar
aproximadamente 2,34 bilndes de dodlares por ano no mercado internacional
(MUSSATTO et al., 2007).

No Brasil, 0 uso das enzimas em processos industriais como catalisadores é de
fundamental importancia para se obtencéo de produtos com alta qualidade e com maior
valor agregado, devido ao uso de tecnologias limpas, acompanhando as necessidades
tecnoldgicas, ambientais (que norteiam 0s processos produtivos internacionais) e de
mercado (POLITZER; BOM, 2006).
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CAPITULO I

BIOPROSPECCAO DE LINHAGENS DE FUNGOS
FILAMENTOSOS ISOLADOS DE SEDIMENTOS DE
MANGUE PARA PRODUCAO DE CELULASE USANDO
COMO SUBSTRATOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Manuscrito a ser submetido para publicacdo na Revista International Journal of

Microbiology
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Abstract

As cepas de Trichoderma spp, Penicillium sp. e Aspergillus spp isoladas de sedimentos
de mangue foram estudadas para producdo de endoglucanase, exoglucanase e -
glicosidase utilizando residuos agroindustriais (casca de laranja, casca de abacaxi,
coroa de abacaxi, farelo de trigo e milho) como substratos. Os residuos lignoceluldsicos
sdo derivados de diferentes atividades agroindustriais que representam uma fonte
macica de matéria-prima. Para este fim, vinte e cinco estirpes foram utilizadas para a
producdo de complexos celuloliticos, dentre as quais sete mostraram atividade
celulolitica. A estirpe de Penicillium sp. UCP 0279 mostrou os melhores resultados em
todas as analises, sendo para a CMCase 20,2 Ul / mL em 72 horas usando residuos de
farelo de trigo, para a FPase 45,5 U / mL em 48 horas usando residuos de casca de
abacaxi e para B-Glicosidase 18,2 U / mL em 24 horas usando a coroa de residuos de
abacaxi. A estirpe Penicillium sp. UCP 0279 se mostrou promissora e representa uma

importante fonte de processos industriais.

Palavras-chave: Enzimas celuloliticas; Fungos marinhos; Substratos agroindustriais.
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1. Introducgéo

O mercado mundial de enzimas celuloliticas estd crescendo a cada ano,
principalmente devido ao bom desempenho desta proteina em diferentes campos de
aplicacéo, que vao desde as industrias quimica, combustivel, farmacéutica e cosmética
até a industria alimentar [1]. Somente em 2014, as enzimas microbianas que atuam
como catalisadores biolégicos movimentaram cerca de mais de US $ 4,2 bilhdes no
mercado e possuem como perspectiva para o periodo 2015-2020, um aumento de 7%
sob uma taxa de crescimento anual composta que no ultimo ano prevé montantes de

cerca de 6,2 bilhGes de dodlares [2].

As enzimas microbianas sdo uma alternativa usada para substituir poluentes
guimicos perigosos devido a natureza biodegradavel e néo toxica [3,4,5]. Em relacdo
aos catalisadores de outras origens, 0s catalisadores microbianos apresentam
inimeras vantagens, entre as quais: sua alta estabilidade; alta eficiéncia catalitica; alta
especificidade para o substrato; reducdo na formacdo de subprodutos e
consequentemente menos impactos no meio ambiente; reducédo dos custos energéticos
dos processos; e biodegradabilidade [6]. Para as industrias, o grande potencial de
aplicacdo de enzimas de origem microbiana deve-se a possibilidade de producdo em
grande escala através de processos de fermentacdo, bem como a facilidade na
expressao de genes em organismos ja estabelecidos e a producéo espontanea, porque
nao estdo sujeitos a producédo ou limitacbes de fornecimento, o que também contribui

para a proeminéncia deste mercado [7].

As enzimas que mais movimentam o mercado econdmico sdo celulases
devido a sua ampla aplicabilidade, por exemplo, na indlstria de alimentos, onde séo
utilizados principalmente nos processos de extracdo e clareamento de sucos citricos
citrinos, extracdo de componentes de cha verde, 6leos essenciais, proteina de soja,
aromas e amido doce de batata [8]. Essas enzimas também estdo presentes em outras
indastrias nos processos de fabricacdo de detergentes, producdo de drogas e

principalmente biocombustiveis [9,10].
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O complexo celulolitico consiste em trés enzimas: as endoglucanasas ou
carboximetilcelulases (CMCases) - EC 3.2.1.4 (EG, endo-1,4-p-D-glucano 4-glucano-
hidrolase); exoglucanasas ou celobiohidrolases (CBH, 1.4-B-D-glucan
cellobiodehydrolase, EC 3.2.1.91); e as [B-glicosidases (EC 3.2.1.21) [11,12], para as
guais os fungos filamentosos sdo os principais produtores de enzimas do complexo
celulolitico, caracterizando assim o potencial biotecnolégico da microbiota [9]. As
espécies da classe Ascomycetes sao conhecidas por suas habilidades para degradar
materiais lignoceluloliticos e a alta producéo de enzimas celuloliticas. Além disso, eles
sdo considerados muito interessantes devido a sua capacidade de adaptacdo, pois
podem agir em condicbes desfavoraveis [13]. Os géneros de representantes que
possuem a capacidade de produzir essas enzimas sdo Trichoderma, Aspergillus,

Fusarium, Humicola e Penicillium [12,14].

Assim, 0 incentivo para realizar pesquisas nesta area torna-se essencial para
poder identificar sistemas microbianos como ferramentas para processos industriais
com maior eficiéncia [15]. Em segundo lugar, ser capaz de selecionar estirpes de
fungos altamente capazes de expressar e apresentar atividade celulolitica é essencial
para a hidrolise da biomassa da planta, a fim de obter complexos enzimaticos com

custos reduzidos, de forma eficiente e efetiva.

A importancia e as aplicacdes das celulases, este estudo teve como objetivo
examinar os fungos indigenas isolados dos sedimentos de mangue para a capacidade
das enzimas celulares como endoglucanase, exoglucanase e B-Glicosidase. Além
disso, este estudo tem como objetivo proporcionar uma melhor compreensdo das
condicbes de uso de residuos agroindustriais, como substratos alternativos para a

producéo de celulases de baixo custo.

2. Material e Métodos

2.1 Micro-organismos e condi¢des de cultivo
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Vinte e cinco cepas de fungos filamentosos isolados do sedimento de mangue
localizado em Rio Formoso - PE, foram fornecidos pela Cultures Collection UCP
(Universidade Catdlica de Pernambuco), registrada na WFCC (World Federation for
Culture Collection) (Tabela 1). As cepas foram mantidas em meio Sabouraud a 5 ° C
(extrato de malte 20,0 g.L?, glicose 20,0 g.L™?, peptona 1,0 g.L™* e agar 20,0 g.L™) em
estufa a 28 ° C durante 7 dias.

2.2 Residuos agroindustriais

Foram utilizados cinco residuos agroindustriais diferentes como meio
alternativo, de modo a produzir o complexo celulolitico por fermentacdo submersa, a
saber: casca de laranja; casca de abacaxi; coroa de abacaxi; farelo de trigo e farelo de
milho. Todos os residuos foram obtidos a partir de fontes comerciais do Centro de
Abastecimento e Logistica de Pernambuco — CEASA/PE, e previamente tratados,
foram lavados com agua destilada e submetidos a secagem por calor seco a 70 ° C
durante um periodo de 72 horas em estufa de secagem com circulacéo e renovacao de
ar. Posteriormente, os residuos foram triturados e peneirados até uma granulometria de
0,250 mm de modo a obter um pé homogéneo que facilitou a dissolugdo no meio de

cultura.

2.3 Triagem da atividade celular de fungos filamentosos

As estirpes foram cultivadas em meio sintético com carboximetilcelulose
(CMC) de baixa viscosidade como Unica fonte de carbono (3,0 gL™* NaNO3, 1,0 gL™,
K2HPO4, 0,5 gL de MgS04, 0,5 gL™ de KCL, 0,01 gL de FeSO 4. 7H 2 O, 20,0 gL™*

de agar e 5,0 gL de CMC), com crescimento de 96 horas e o inéculo foi obtido a partir
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de discos de cultura removidos dos repiques iniciais com crescimento de 96 horas e
incubados em estufa a 28 ° C durante 96 horas. Apos este tempo, as placas de Petri
foram submetidas a choque térmico durante 16 horas a 50 ° C. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de solucéo do corante vermelho comgo (2,5 g.L™") em tamp&o Tris
HCI (0,1 M e pH 8,0). Apds 30 minutos, a solugéo foi descartada e foram adicionados 5
mL de solucdo de NaCl 0,5M (no mesmo tampéao) para lavar o inéculo [8]. O diametro
das col6nias e halos produzidos por microorganismos foi medido com a ajuda de um
paquimetro [16]. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os dados calculados
para determinar o indice enzimatico foram submetidos a Equacao (1). Os fungos que
apresentaram o maior indice de atividade enzimética foram selecionados para a

etapaseguinte da fermentacédo submersa usando diferentes residuos agroindustriais.

>
1
S

Equacéao 1.

ac

Onde:
[.e = indice enzimatico
@h = didmetro da hidroélise de halo

@c = diametro de halo da colbnia

2.4 Fermentacdes submersas

Fermentacdes submersas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL
de capacidade contendo 100 g.L™! de meio basal, composto por: agua destilada;
solucdo de (KH2PO, (2 g.L™"), MgS0O, (1 g.L™), FeS0,.7H,0 (0,63 mg), MnSO, (0,01
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mg) e ZnSO, (0,62 mg)); e 5 g dos residuos avaliados individualmente. Todos os
frascos foram ajustados para pH 6 e esterilizados a 121 ° C durante 15 minutos.
Posteriormente, cada frasco foi inoculado assepticamente, cada um com 4 discos de
cultura e incubados a 30 ° C em agitador orbital a 120 rpm durante 96 horas. As
aliquotas foram retiradas todas as 24 horas, incluindo o tempo Oh. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata.

2.5 Atividade enzimética

O extrato enzimatico foi obtido através de centrifugacdo a 1400 g durante 5
minutos, a partir de amostras coletadas durante a fermentagdo submersa. Os ensaios
para determinar a atividade de endoglucanases e exoglucanases foram realizados de
acordo com o meéetodo descrito por GHOSE [17], através da liberacdo de acuUcares

redutores apos reacéo do Acido Dinitrosalicilico (DNS) e um determinado substrato.

2.6 Atividade com CMCase - endoglucanasas

A atividade de CMCase foi realizada por mistura reacional de 0,5 mL do
substrato de carboximetilcelulose (CMC a 2% p / v pré diluido na solucdo de citrato de
sédio com pH 4,8 a 50 mM) e 0,5 mL do extrato de enzima. No controle, foram
adicionados 0,5 mL da mesma solucdo tampédo e 0,5 mL de extrato enzimatico. O
controle para o reagente consistiu em 0,5 mL de CMC (2% p / v) e 0,5 mL de solucao
tampéo. Todos os tubos foram incubados em estufa bacteriolégica a 50 ° C durante 10
minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 0,5 ml de DNS e os tubos de ensaio
foram submersos em agua fervente por 5 minutos. No final deste procedimento

adicionaram-se 6,5 ml de 4gua destilada e a absorbéancia leu a 540 nm.
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2.7 Actividade FPase - Celulases totais

Para determinar a atividade de FPase, a mistura de reagédo continha uma tira
do papel de filtro Whatman # 1 como substrato (medindo 1,0 cm x 6,0 cm e pesando 50
mg), 1,0 ml de solucéo tamp&o citrato de sodio PH 4,8 a 50 mM e 0,5 mL de extrato
enzimatico. O controle teve 1 mL da mesma solucdo tampédo e 0,5 mL de extrato
enzimatico. Foram adicionados 1,5 mL de solu¢édo tampao e uma tira de papel de filtro
ao branco. Todos os tubos de ensaio foram incubados em estufa bacteriol6gica a 50 °
C durante 60 minutos. A reacao foi interrompida por 3 ml de DNS adicionado e os tubos
foram submersos em agua fervente por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados

20 ml de 4gua destilada e a absorbancia foi medida a 540 nm.

2.8 Atividade da (-glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi detectada usando uma solucéao de celobiose
15 mM como substrato e para determinar a concentracao de glicose liberada, um kit de
analise de glicose (GODPOD Reagent, BioSystems®), com base na reacdo das
enzimas glicose oxidase e peroxidase. A mistura reaccional nos tubos de ensaio
continha 0,5 mL da solucéo de celobiosa 15 mM e 0,5 mL da amostra; Controle 0,5 mL
de tampéo de citrato de so6dio 50 mM (pH 4,8) e 0,5 mL da amostra; e 1.0 mL do
reagente GOD-POD usado para limpar o espectrofotdmetro. Os tubos de ensaio foram
incubados num banho termostatico a 50 ° C durante 30 minutos e depois transferidos
para um banho de 100 ° C durante 5 min. A reacdo foi parada e os tubos foram
arrefecidos num banho de gelo até a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
0,01 mL da amostra ao tubo contendo 1,0 mL do reagente; O controle tinha 0,01 do
padrdo e 1,0 mL do reagente, e o branco tinha apenas 1,0 mL do reagente. Eles foram
misturados vigorosamente e incubados a 37 ° C num banho termostéatico durante 15
minutos, entéo as leituras foram realizadas no espectrofotdbmetro a 505 nm. A glicose

foi utilizada como padrdo para determinar todas as atividades enzimaticas e sua curva
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foi feita em concentracdes de 0,5 a 2,5 g.L-1 pelo método do acido 3.5-dinitrosalicilico
(DNS). Os valores obtidos foram convertidos em concentragdo de glicose pmol.mL-1
por meio da interpolacéo na curva padrdo. Uma unidade de atividade enziméatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de libertar 1 umol de agucares redutores
por minuto a 50 ° C, para o qual a atividade enziméatica foi expressa em IU por mL de

substrato (IU.mL™) . A absorbancia foi medida no espectrofotdmetro a 540 nm.

3 Resultados e discussao

O objetivo do screening foi selecionar um potencial produtor de enzimas
celuloliticas entre os isolados. Apos o cultivo das 25 linhas de fungos filamentosos em
meio sintético de CMC de baixa viscosidade e aplicacdo do método de coloracdo congo
vermelho, determinou-se a atividade enzimatica e os resultados obtidos séo
apresentados na Tabela 1. Entre as 25 estirpes estudadas, um total de 28%
apresentou a formacdo da enzima halo. A atividade da celulase foi detectada para 3
cepas do género Trichoderma, 3 cepas do género Aspergillus e 1 cepa do género

Penicillium.

Os fungos que apresentaram o maior valor do indice enzimatico pertencem as
cepas do género Penicillium sp. UCP 0279 com I. e. = 2,2, seguido pela estirpe UCP
1413 de Aspergillus flavus com i. e. = 1.7. Inicialmente, foi possivel verificar se a
temperatura de 50 ° C, ao qual as culturas incubadas foram submetidas, proporcionou
a aceleracdo da hidrolise da celulose, garantindo assim que apenas as celulases
termostaticas foram selecionadas. Além disso, verificou-se que o diametro das colénias
nao foi alterado apds choque térmico, indicando também que a temperatura inibiu o

crescimento e / ou a morte de fungos [8, 18].

Malik et al. [19] descobriram que ocorre uma circunferéncia de cor clara em torno
das col6nias, correspondente ao halo de degradacdo CMC, gerado pelo aumento da
atividade celulolitica combinado com a inibicdo do crescimento micelial e, assim,

indicando a presenca da enzima celulase. Isso foi verificado no presente estudo. Esse
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fenbmeno ocorre devido ao tratamento térmico aplicado ao indculo, o que provoca a

autolise das hifas basais das colénias que liberam celulases no meio [18].

Tabela 1. A atividade da celulase das 25 cepas de fungos filamentosos estudados.

UCP Fungo filamentoso ac* dh* l.e.*
00149 Trichoderma sp. 5,0 -
00168 Trichoderma sp. 4.4 -
00217 Trichoderma sp. 4,5 -
00220 Trichoderma sp. 1,2 2,1 1,5
00230 Trichoderma sp. 4,0 -
00236 Trichoderma sp. 1,2 -
00258 Trichoderma sp. 6,6 -
00279 Penicillium sp. 1,1 2,3 2,2
00288 Trichoderma sp. 0,5 0,6 1,1
00314 Trichoderma sp. 3,4 -
00319 Trichoderma sp. 5,6 -
00367 Trichoderma sp. 4,3 -
00376 Trichoderma sp. 4,9 -
00432 Trichoderma sp. 6,9 -
00434 Trichoderma sp. 8,0 -
00468 Trichoderma sp. 0,7 1,0 1,4
00476 Trichoderma sp. 8,0 -
00529 Trichoderma sp. 5,8 -
01268 Aspergillus sp. 1,2 15 1,3
01269 Aspergillus sp. 3,0 -
01355 Aspergillus niger 2,3 -
01357 Aspergillus niger 2,3 3,0 1,3
01358 Aspergillus niger 1,0 -
01377 Aspergillus parasiticus 0,2 -
01413 Aspergillus flavus 1,0 1,7 1,7

* Descricdo dos simbolos: @c = Diametro da colbnia (mm); @h = Diametro do halo

(mm); fe = indice enzimético; (-) = N&o produz halo.

Para a etapa seguinte, da fermentacdo submersa, as estirpes Penicillium sp.

UCP 0279 e Aspergillus flavus UCP 1413 obtiveram o maior indice enzimatico e foram

selecionados, sendo possivel verificar o crescimento e a producdo das enzimas

celuloliticas em todos os residuos utilizados.
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A atividade CMCase realizada com a estirpe Penicillium sp. UCP 0279, o
residuo que melhor forneceu a producdo enzimatica foi farelo de trigo com 20,2 Ul.mL -
1 de atividade no tempo de 72 horas e a coroa do abacaxi foi o segundo substrato
influenciou a producéo enzimatica de 18,3 Ul.mL -1 ap0s 24 horas. A mesma atividade
enzimatica foi observada na amostra de Aspergillus flavus UCP 1413 utilizada em
nosso estudo, que apresentou casca de farelo de milho e abacaxi como substratos com
maior estresse de producdo, que obteve 149 UlmL -1 e 145 UlLmL -1,
respectivamente, ambos dentro de 24 horas (Figura 1).
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Figura 1. Atividade com CMCase usando CMC, casca de tangerina, casca de abacaxi,
coroa de abacaxi, farelo de trigo e farelo de milho como substratos: (A) Penicillium sp.
UCP 0279; (B) Aspergillus flavus UCP 1413.

Prasanna et al. [20], realizaram estudos para detectar as enzimas Fpase,
CMCase e B-glucosidase por Penicillium sp. usando Czapek-Dox como meio,
suplementado com 0,5% (p / v) de celulose (Celulose a 0,5%, lactose a 0,5%,
serradura a 0,5%, extracto de levedura a 0,2% como fonte de nitrogénio), pH 5,0 a 30°
C. Esses autores verificaam que os rendimentos de Fpase, CMCase e [3-glucosidase
foram 8,7, 25 e 9,52 U / ml, respectivamente, com incremento de 9,2, 5,9 e 43,8 vezes

sobre os titulos da respectiva enzima em meio ndo optimizado.
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Cunha et al., [21] também usaram Penicillium spp e residuo de soja com
diferentes tratamentos como substrato e seus estudos foram para as atividades de
CMCase e B-amilase, como resultado registradas valores menores para estas enzimas
em relacdo aos resultados de Prasanna et al.[20].

A atividade FPase com Penicillium sp. UCP 0279, o residuo de casca de
abacaxi obteve 45,5 Ul.mL-1 e a casca de tangerina 42,8 Ul.mL-1, ambas em 48 horas.
Para A. flavus UCP 1413, a coroa de abacaxi tinha 25,0 Ul.mL-1 em 24 horas e a
casca de abacaxi 14,4 Ul.mL-1, também em 24 horas, como visto na Figura 2. Morais
et al.22, em estudos com Colletotrichum gloeosporioides URM 7124, descobriram que
a atividade mais alta para FPase foi de 23,13 Ul.mL-1 enquanto Liming e Xueliang [23]
obtiveram o valor maximo de 5,20 Ul.mL-1 usando a espécie Trichoderma reesei. Nos
estudos realizados por Rosa et al. [24] usando o microorganismo Aspergillus sp e
diferentes residuos como substrato, verificou-se que a atividade maxima de FPase foi
de 5,01 Ul.mL-1. Segundo esses autores, esse resultado mostra que a alta atividade

das celulases totais esta associada ao potencial biotecnolégico e industrial da cepa

estudada.

50 A 50 B

45 ZEN 45

AN
40 RN 40
S \

~ 35 A/ i FUAY . 35
3 RN 2
é 30 i ;_,— Sy N \}; 5 30
= P g \ [l
2 25 I ,/r . W \ 2 3 e ~
B 20 Loy ALY AN & 20 / \
2 foy A N ‘;.l 1 o ..f \
ERER / R A 3
E L - \ \\ \ E ’ ,/ m\\i ,,
g Y, o 10 ra P
ﬁ 10 /7 i \% \‘ 3 ﬁ .-f// “;‘\\ SR

5 Yo LA ¥ - - 5 _"/ X i B . Am— ST

v '/, .- "“'t----f - ‘ I ""__ -« "“\ PR
L : : . L 0 W ; - .
1] 24 43 T2 94 0 24 48 72 96
Tempo (horas) Tempo (horas)
----- e— CMC --a--- Casca de tangerina ——+-—- Casca de abacaxi
—.4-— Coroadeabacaxi —« — Farelodetrigo ---+--- Farelo de milho

Figura 2. Atividade Fpase usando CMC, casca de tangerina, casca de abacaxi, coroa
de abacaxi, farelo de trigo e farelo de milho como substratos: (A) Penicillium sp. UCP
0279; (B) Aspergillus flavus UCP 1413
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Os resultados obtidos relacionaram-se com a concentragao, tipo de substrato
e tamanho de grao, ja que para Salihu et al. [25], e Kumar, et al. [26], a reducdo do
tamanho de particula, um aumento na area de superficie do substrato, bem como a
diminuicdo da cristalinidade da celulose presente nos residuos, permitem que oS
fungos acessem as fontes de carbono disponiveis. Outro fator importante € o potencial
biotecnoldgico da cepa fungica, uma vez que o pH, temperatura e tipo de fermentacao

utilizados estao entre os valores e parametros utilizados em diferentes estudos.

Penicillium sp. UCP 0279 produziu 18,2 Ul.mL-1 da atividade da B-glicosidase
em 24 horas utilizando como substrato o residuo da coroa de abacaxi. No entanto,
essa enzima usou um segundo substrato, a casca de abacaxi e teve atividade de 9,1
Ul.mL-1 em 48 horas. Para A. flavus UCP 1413, o farelo de trigo e o residuo de farelo
de milho obtiveram 16,9 Ul.mL-1 e 14,5 Ul.mL-1, respectivamente, em 96 horas.
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Figura 3. Atividade de B -Glucosidase utilizando CMC, casca de tangerina, casca de
abacaxi, coroa de abacaxi, farelo de trigo e farelo de milho como substres: (A)
Penicillium sp. UCP 00279; (B) Aspergillus flavus UCP 01413.

Nos estudos realizados por Salihu et al. [25] utilizando Aspergillus niger e
residuos agroindustriais sem tratamento prévio, obtiveram-se 0s seguintes resultados
para a atividade da B-glicosidase: 0,14 Ul.mL-1 para casca de milho; 0,21 Ul.mL-1 para

casca de sorgo; 0,67 Ul.mL-1 para cascas de banana; 0,79 Ul.mL-1 para haste de
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milho; 0,59 Ul.mL-1 para casca de mandioca; 0,40 Ul.mL-1 para efluentes de
mandioca; 0,91 Ul.mL-1 para palha de arroz; 0,81 Ul.mL-1 para residuo de soja; 0,84
Ul.mL-1 para bagaco de cana-de-aclcar; e 0,84 Ul.mL-1 para casca de amendoim.
Entre os valores alcancados por esses autores, o residuo da palha de arroz foi o Unico
gue se aproximou dos resultados alcancados em nossa pesquisa, 0 que possivelmente

demonstra o potencial produtivo da cepa em estudo.

4. Conclusao

Todas as cepas isoladas dos sedimentos de mangue usados neste estudo
cresceram no meio CMC. No entanto, apenas sete cepas mostraram producao de
celulase extracelular. As duas cepas selecionadas para a fermentacdo submersa das
estirpes de Penicillium sp. UCP 0279 e A. flavus UCP 1413, foram cultivados em todos
0s meios contendo os residuos como substrato e apresentaram atividade celulolitica.
No entanto, a cepa de Penicillium sp UCP 0279 mostrou a maior atividade em todas as
enzimas como CMCase (20,2 Ulg-1) em 72 horas no residuo de farelo de trigo, para
FPase (45,5 Ul.mL-1) em 48 horas na Residuo de casca de abacaxi e para a B-

glicosidase (18,2 IU.mL-1) em 24 horas usando a coroa de residuos de abacaxi.

Em concluséo, este estudo revelou os melhores residuos agroindustriais como
substratos como a casca de abacaxi, coroa de abacaxi e residuos de farelo de trigo,
gue sdo exemplos de agro-residuos domésticos e industriais, favoreceu o aumento de
grandes quantidades de enzimas celulase quando hidrolisadas pelo celulolitico da
micro-organismos selecionados Penicillium sp UCP 0279 e A. flavus UCP 1413.
Finalmente, concluimos que o isolado fungico Penicillium sp UCP 0279 mostrou maior

potencial para processos biotecnoldgicos industriais.
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CONCLUSOES GERAIS

Todas as 25 amostras utilizadas nesse estudo cresceram no meio CMC, todavia,
apenas 7 linhagens apresentaram atividade extracelular na producédo de

celulases;

As duas linhagens selecionadas para a etapa da fermentacdo submersa,
Penicillium sp. UCP 00279 e A. flavus UCP 01413, cresceram em todos 0s
meios de cultura contendo os residuos como substrato e apresentaram atividade

celulolitica;

A amostra de Penicillium sp UCP 00279 se destacou com a maior atividade para

as enzimas CMCase, FPase e 3-Glicosidase;

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, verifica-se o0 potencial
biotecnolégico dos fungos, em especial do Penincillium sp UCP 00279, o que
sugere a realizacdo de estudos otimizando as condicbes de producdo e
caracterizacdo das enzimas, visando obter beneficios para 0 meio ambiente

através da contribuicdo nos processos biotecnologicos industriais.
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