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RESUMO

A palma forrageira é uma cactacea cultivada no semiarido nordestino, capaz de se
desenvolver mesmo em solos deficientes em nutrientes e agua. Por ser rica em carboidratos,
tem um grande potencial para utilizacdo em processos biotecnoldgicos para producdo de
diversos bioprodutos. O objetivo deste trabalho foi investigar a utilizacdo da palma forrageira
como substrato para a producgé@o de enzimas microbianas de interesse industrial, em particular,
para a aplicacdo na hidrolise de biomassas em biorrefinarias. Cladodios de Opuntia ficus-
indica, vulgarmente conhecida como palma gigante, foram fornecidos pelo Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) e utilizados em todos os experimentos. Inicialmente, foi
realizado um “screening” de microorganismos do género Bacillus, pertencentes a Colecdo de
Microrganismo do Departamento de Antibidticos. O “screening” foi feito com 10 linhagens,
em placas de Petri, em meio s6lido contendo p6 de palma seca como fonte de carbono. Entre
as 7 linhagens capazes de crescer no meio sélido, a linhagem com coldnia de maior diametro
foi selecionada para investigacdo sobre a producdo de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas
e pectinoliticas em fermentacdo submersa. As fermentacfes submersas foram realizadas com
a linhagem selecionada, Bacillussp. UFPEDA 472, e outros 3 micro-organismos:
Trichoderma reesei RUT C-30, Aspergillus awamori e Streptomyces rocheiUFPEDA 3414, ja
reconhecidos como bons produtores de enzimas. A producdo de atividades enzimaticas foi
investigada em frascos agitados em mesa agitadora (New Brunswick Scientific, C25KC) e em
biorreator de bancada instrumentado (New Brunswick Scientific, Bioflo110), utilizando-se o
po e a fracdo péctica da palma, respectivamente. As condicdes de aeracdo e agitacdo do reator
foram: 1 vvm e 500 rpm, respectivamente; a temperatura e o pH foram controlados,
respectivamente, em: 30°C e 5,0, para os fungos filamentosos, 30°C e 7,0, para Bacillus sp., e
37°C e 6,0 para S. rochei. Atividades enziméticas FPase, CMCase, Xilanase e pectinase foram
determinadas durante as fermentagdes utilizando-se como substratos: papel de filtro Whatman
n°l, carboximetilcelulose 4%, xilana 1% e pectina citrica 1%, respectivamente. As
concentracdes de agucares e acido galacturénico foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (Agilent, Série 1100). A palma e a sua fracdo péctica foram capazes de
induzir a producdo de todas as atividades enziméticas investigadas em T. reeseli,
principalmente xilanase (7,75 Ul/mL), mas baixas atividades celuloliticas foram observadas
para 0s outros microorganismos. Por outro lado, maiores atividades pectinoliticas foram
observadas para S. rochei e A. awamori (2,24 Ul/mL e 1,84 Ul/mL, respectivamente). Os
resultados levaram a conclusdo de que a biomassa de cladédios da palma forrageira gigante e
a sua fracdo pectica sdo substratos potenciais para producdo de enzimas — em particular, por
Trichoderma reesei RUT C30 — capazes de atuar na hidrélise de biomassas lignocelulésicas
em biorrefinarias.

Palavras-chave: Opuntia ficus-indica. Celulases. Hemicelulases. Pectinases. Biorrefinarias.



ABSTRACT

The prickly pear is a cactus cultivated in the semi-arid northeast region of Brazil, able to grow
even in soil poor in nutrients and water. Being rich in carbohydrates, it has great potential for
use in biotechnological processes for production of various bioproducts. The aim of this study
was to investigate the use of prickly pear as a substrate for the production of microbial
enzymes of industrial interest, in particular for application in biomass hydrolysis in
biorefineries. Cladodes of Opuntia ficus-indica, commonly known as giant palm in Brazil,
were provided by the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA) and used in all experiments.
Initially, a screeningwas carried out with microrganisms of the genus Bacillusfrom the
Microbial Collection of the Department of Antibiotics. The screening was performed with 10
strains in Petri dishes on solid medium containing cactus dry powder as a carbon source.
Among the 7 strains capable of growing on the solid medium, the strain with the larger colony
diameter was selected for investigation on the production of cellulolytic, pectinolytic and
hemicellulolytic enzymes in submerged fermentation. The submerged fermentations were
carried out with the selected strain, Bacillus sp. UFPEDA 472, and other three micro-
organisms: Trichoderma reesei RUT C-30, Aspergillus awamori and Streptomyces
rocheiUFPEDA 3414, already recognized as good producers of enzymes. The production of
enzyme activities was investigated in Erlenmeyer flasks in rotatory shaker (New Brunswick
Scientific, C25KC) and instrumented bench bioreactor (New Brunswick Scientific,
Bioflo110), using the powder and pectin fraction from the cactus, respectively. The conditions
of aeration and agitation of the reactor were: 1 vvm and 500 rpm, respectively; the
temperature and pH were controlled respectively at: 30 ° C and 5.0 for filamentous fungi, 30 °
C and 7.0 for Bacillus sp., and 37 ° C and 6.0 for S. rochei. FPase, CMCase, xylanase and
pectinase enzymatic activities were determined during the fermentations using Whatman n°1
filter paper, carboxymethylcellulose 4%, xylan 1% and citrus pectin 1%, as substrates,
respectively. The concentrations of sugars and galacturonic acid were determined by high-
performance liquid chromatography (Agilent Technologies, 1100 Series). The cactus and its
pectic fraction were able to induce the production of all enzyme activities investigated in T.
reesei, mostly xylanase (7,75 Ul/mL), but lower cellulolytic activities were observed for the
other microorganisms. On the other hand, higher pectinolytic activities were observed for S.
rochei and A. awamori (2,24 Ul/mL and 1,84 Ul/mL, respectively). It was concluded that the
cladodes biomass of giant cactus and its pectin fraction are potential substrates for the
production of enzymes - in particular by Trichoderma reesei RUT C30 - able to act in the
hydrolysis of lignocellulosic biomass in biorefineries.

Keywords: Opuntia ficus-indica. Cellulases. Hemicellulases. Pectinases. Biorefineries
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de energia fossil, nos mais diversos segmentos da economia mundial, ndo
atende aos critérios de desenvolvimento sustentavel, fazendo-se necessaria a utilizagcdo de
matérias-primas renovaveis como alternativa, tanto para producdo de energia como de
produtos, revelando-se, assim, um grande desafio para a economia industrial, pela demanda
de tecnologias especificas. Para alcancar essa finalidade, surgiu o conceito de biorrefinarias,
que consistem em instalacbes que integram processos capazes de converter biomassas em
combustiveis, produtos quimicos e energia, tendo como objetivo, uma economia sustentavel,
otimizando o uso de recursos e minimizando os efluentes, para o aproveitamento de todo o
potencial econdémico da biomassa (FERNANDO et al., 2006; OCTAVE e THOMAS, 2009).

Dentre os vegetais disponiveis no semiarido nordestino, a palma forrageira possui um
grande potencial de aproveitamento, devido as suas caracteristicas anatdmicas e
morfofisioldgicas. E capaz de ser cultivada mesmo em solos deficientes em nutrientes e agua,
e é uma biomassa rica em carboidratos, apresentando assim um potencial biotecnoldgico para
a producdo de compostos de interesse industrial como enzimas e etanol, dentre outros
(CHIACCIO et al., 2006).

Uma gama de micro-organismos, incluindo bactérias e fungos, tem a capacidade de
hidrolisar polissacarideos presentes em biomassas, como celulose, hemicelulose e pectina. O
grupo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas é responsavel por uma grande parte do
mercado mundial de enzimas, tendo os géneros Aspergillus e Trichoderma como principais
produtores (BHAT, 2000). Entre as bactérias que produzem celulase encontram-se
Cellulomonas fimi, Clostridium thermocellum (RABELO, 2007) e Bacillus subtilis
(AKHTAR et al., 2001). As actinobactérias também vém sendo exploradas pela producéo de
enzimas com aplicacdo na industria alimenticia; dentre as bactérias pertencentes a este filo
destacam-se 0 género Streptomyces, que produz enzimas tais como: celulases, amilases,
pectinases e xilanases (LO et al., 2002; CHIANI et al., 2010).

As celulases possuem uma ampla faixa de aplicagdes e teve seu uso mais intenso nos
primeiros anos da década de 80, primeiramente na inddstria de alimentacdo animal e,
juntamente com as hemicelulases e pectinases, na industria de alimentos, em processos de
fermentacdo, dentre outros. Subsequentemente, essas enzimas foram aplicadas na industria
téxtil e lavandeira (BHAT, 2000). Dentro do grupo das hemicelulases, as xilanases
microbianas (1,4-B-D-xilana xilanohidrolases) sdo os catalisadores preferidos pela industria

para a hidrolise da xilana devido a sua alta especificidade, baixa perda de substrato e baixa
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geragdo de residuos (MICHELIN et al., 2008). J& as pectinases permitem melhor clarificacdo
e melhoram o rendimento da extracdo de sucos de frutas (KASHYAP et al., 2001; JAYANI et
al., 2005). Atualmente, além dessas aplicacGes, o foco voltou-se para producdo de etanol
através de enzimas produzidas a partir da conversdo de biomassa, que passou a ser uma
alternativa para as industrias (SINGHANIA et al., 2010).

Essa variedade de enzimas e de ramos de aplica¢des para elas, somada as necessidades
da utilizacdo de processos industriais menos agressivos para 0 meio ambiente, demonstra o
potencial para aplicacdo de enzimas microbianas na producao industrial (MUSSATO et al.,
2007). Juntamente a importancia de novas e constantes pesquisas no campo de producdo de
enzimas, une-se a necessidade do uso de matérias primas renovaveis, expandindo a

aplicabilidade da palma forrageira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a viabilidade de agregacdo de valor a palma forrageira através da utilizacao

de fracdes de sua biomassa para a produgédo de enzimas industriais.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar um “screening”de linhagens de Bacillus da Cole¢do de Micro-organismos
da UFPE (UFPEDA) capazes de utilizar a biomassa da palma forrageira como
substrato.

e Investigar a producdo extracelular de enzimas celuloliticas, xilanoliticas e
pectinoliticas em fermentacdes realidas em mesa agitadora, utilizando a palma em
p6 como fonte de carbono, pela linhagem de Bacillus selecionada e por linhagens
de Trichoderma reesei, Aspergillus awamori eStreptomyces rochei, ja reconhecidas
como boas produtoras de enzimas.

e Investigar a producdo extracelular de enzimas celuloliticas, xilanoliticas e
pectinoliticasem fermentacdes realizadas em biorreator de bancada, utilizando a
fracdo péctica da palma como fonte de carbono, pela linhagem de Bacillus
selecionada e por linhagens de Trichoderma reesei, Aspergillus awamori e
Streptomyces rochei, ja reconhecidas como boas produtoras de enzimas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Biomassa Vegetal

A producdo total de biomassa no planeta é de aproximadamente 100 bilhdes de
toneladas por ano de matéria organica seca e 50 milhfes de toneladas de biomassa aquética,
mas, desse total, apenas 1,25% ¢ utilizada como matéria-prima industrial. A biomassa vegetal,
em sua maioria, € formada de materiais lignoceluldsicos, que constituem os residuos das
indUstrias de papel e celulose, usinas de agucar e alcool (bagaco de cana), residuos florestais
(madeira, bambu, gramas) e residuos agricolas (palhas de cereais, de milho, de trigo). As
principais vantagens apresentadas € que representam um dos recursos bioldgicos mais
abundantes e baratos do planeta (NAIK et al., 2010).

A biomassa, presente na parede celular secundéaria de plantas, & constituida,
principalmente, de microfibrilas de celulose, cobertas por uma matriz formada de
hemiceluloses e lignina, que sdo unidas entre si por ligacdes covalentes, formando uma “rede”
resistente & agressdo de microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2004; SANCHEZ; CARDONA,
2008). Normalmente, essa composicdo da biomassa pode variar de acordo com a espécie
vegetal, porém a composicdo média consiste em 50% de celulose, 25% de hemicelulose e
25% de lignina, mas esse percentual pode ser diferente, podendo conter amido, pectina e
outros carboidratos, a depender de fatores como a espécie do vegetal, as condicBGes de
crescimento, a parte da planta escolhida e a idade da colheita (LADEIRA, 2013).

Em vista de serem o0s vegetais responsaveis por essa producdo anual, no mundo, de
cerca de 180 bilhdes de toneladas de celulose, esse polissacarideo pode ser considerado como
0 maior reservatorio de carbono (FESTUCCI-BUSSELLI; OTONI; JOSHI, 2007). A
constituicdo da celulose se da a partir de residuos de glicose que se juntam por ligacGes
glicosidicas B-1,4, surgindo dai microfibrilas. Essas microfibrilas se aglutinam por pontes de
hidrogénio e forgas de van der Waals e, assim, tornam possivel a formagdo das estruturas
cristalinas da celulose (SOMERVILLE; BAUER et al., 2004).

O segundo biopolimero mais abundante na biosfera é a hemicelulose, um complexo
polimérico conformado por varios heteropolissacarideos, cujo esqueleto possui unidades de
xilose (xilanas), manose (mananas) ou glicose (glicomananas), além de cadeias laterais de
arabinose, galactose, &cido acético e acido glucurdnico (POLIZELLI et al., 2005).

Um heteropolissacarideo que apresenta esqueleto com varias unidades de xilopiranose

as quais se tornam unidas por ligagoes glicosidicas B-1,4 é a xilana. Essas ligacdes podem
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apresentar grupos paralelos de glicopiranosil, 4-O-metil-D-glicuronopiranosil, a-L-
arabinofuranosil, acetil, feruoil e p-cumaril. Esses diferentes grupos apresentam substituicéo
também diferenciada em grau, originando tipos diversos de xilana, presentes na parede celular
secundaria, como a arabinoxilana, glucoronoxilana e glucoarabinoxilana. Essas variacOes de
xilanas podem aparecer em ligagdo covalente ou ndo convalente com a celulose, a lignina
além de outros polimeros importantes, contribuindo para que a parede celular vegetal se
mantenha firme e estavel (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

As substancias pécticas, que tem como funcdo contribuir para dar firmeza e estrutura
aos tecidos, sdo polissacarideos presentes na lamela média das células vegetais, e constituem
um polimero de residuos de acidos D-galacturénicos, que se unem por ligagdes glicosidicas a.
1->4. Elas também sdo denominadas de acidos poligalacturdnicos, grupo heterogéneo de
polissacarideos, contendo acgucares acidos (como &cido galacturdnico) e agucares neutros
(como arabinose, raminose e galactose). As pectinas sdo os polissacarideos com maior grau de
solubilidade, presentes na parede celular dos vegetais e se caracterizam por seu alto peso
molecular, carga negativa e acidez, com estrutura primaria relativamente simples (TAIZ;
ZEIGER, 2004; PAIVA et al., 2009).

De acordo com a modificacdo da cadeia central, as substdncias pécticas sao
classificadas da seguinte forma: protopectina, insolivel em agua e percursoras das substancias
pécticas, e quando submetida a hidrolise gera pectina ou &cidos pécticos; &cido péctico, o
polimero soltvel de &cido galacturbnico que possui quantidade insignificante de grupos
metoxila; acido pectinico, o acido poligalacturénico que contém uma quantidade significativa
de grupos metoxila esterificados (> 0 e < 75%); e pectina, que contem pelo menos 75 % dos
grupos carboxilas do acido galacturdnico esterificados com metanol (KASHYAP et al.,
2001).

3.1.1 Palma forrageira

A palma forrageira € uma cactacea de origem mexicana, rastica, pertencente a divisao:
Embryophyta;  subdivisdo:  Angiospermea; classe:  Dicotyledoneae;  subclasse:
Archiclamideae; ordem: Opuntiales e familia: Cactaceas (SILVA; SANTOS, 2006).

A familia das Cactaceas possui cerca de 130 géneros e 1500 espécies, das quais 300
sdo do género Opuntia. No Nordeste do Brasil, sdo cultivadas duas espécies, conhecidas como
Opuntia ficus-indica (L.) Mill, vulgarmente chamada de palma gigante ou azeda e palma

redonda, e como Nopalea cochenilifera (L.) Salm Dyck, conhecida popularmente como palma
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milda, doce ou lingua de vaca (FARIAS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011; SILVA,
SANTOS, 2006).

A composicdo quimica da palma forrageira pode variar de acordo com a espécie, a
idade, a época do ano e os tratos culturais, mas essa forrageira pode ser considerada um
alimento rico em carboidratos, principalmente pelos carboidratos néo fibrosos
(WANDERLEY et al, 2002). Estudos propdem que os carboidratos de rapida degradagéo (os
acucares e 0s acidos organicos) e os de mediana degradacao (amido) constituem 42 e 19%,
respectivamente, do total de carboidratos encontrados na palma forrageira (BATISTA et al.,
2003).

As cactéceas sdo caracterizadas como produtoras de polissacarideos pécticos, dos quais
trés deles ja foram isolados de paredes primérias de plantas e tiveram sua estrutura analisadas.
Os polissacarideos encontrados foram: homogalacturonana, ramnogalacturonana-lI (RG-1) e
galacturonanas substituidas (RG-11) (ALBERSHEIM et al., 2011). Na ramnogalacturonana-I,
a sequéncia de homogalacturonana ¢ mesclada com residuos [-L-ramnopiranosil, com
formacdo de cadeias laterais de acUcares neutros. O RG-II, por sua vez, apresenta maior
complexidade estrutural entre os polissacarideos ja analisados.

A Opuntia ficus-indica (L.) Mill é uma espécie que apresenta diversa utiliza¢do, sendo,
provavelmente, dentre os géneros dessa familia, o que teve melhores resultados nos processos
de distribuicdo, dispersdo e multiplicacdo. O sucesso ecoldgico e evolutivo pode ser conferido
devido a intensa associacdo dessa espécie com diversos animais durante o ato reprodutivo
(REYES-AGUERO et al., 2006).

Esse plantio estd disposto em cerca de 550.000 ha de érea cultivada no Brasil,
incluindo Alagoas e Pernambuco, estados com a maior area de cultivo no Nordeste do pais
(ARAUJO et al., 2005). A sua finalidade forrageira, comecou no inicio do século XX, sendo
uma alternativa de cultivo, visto ser uma cultura com mecanismo fisioldgico com alto poder
de absorcdo, aproveitamento e controle da perda de agua, tornando-a uma das plantas mais
adaptadas as condicdes ecologicas das zonas aridas e semi-aridas do mundo, adaptando-se
com relativa facilidade ao semi-arido do Nordeste brasileiro (OLIVEIRA et al., 2011).

Por manter seu valor nutritivo, mesmo durante o periodo de seca ou de estiagem,
revelam-se como uma alternativa para pecuaristas de regides aridas, devido ao fato de que
suas porcOes comestiveis, ou seja, o cladodio e os frutos serem ricos em agua
(HERNANDEZ, 2004; PEIXOTO, 2006; NOBEL, 2007). Sua importancia para a economia
se explica pelo fato de conseguir, ainda que sob temperaturas altas, transformar a escassa

umidade em matéria viva e € essa sua capacidade que a distingue de outros vegetais.
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A palma, entre os vegetais da regido, vem sendo muito utilizada como uma grande
opcdo como alimento de alta importancia nas regides semiéridas, nas atividades da pecuéria,
buscando acabar com a desnutricdo dos animais durante secas prolongadas, mesmo em solos
rasos, arenosos ou pedregosos, de pouca matéria organica. (CHIACCIO et al., 2006).
Também é utilizada em aplicacGes medicinais, elaboragdo e composicdo de cosméticos e
medicamentos, paisagismo, alimentagdo humana, cercas vivas, conservagao e recuperacao de
solos (LEITE, 2006).

A exploracdo industrial a custo baixo € possivel devido a ecofisiologia da palma, a
qual ndo requer desflorestamentos, podendo ser cultivada em éareas degradadas e tidas como
indteis. Esse aspecto retira da cultura da palma qualquer possibilidade de competicdo com
outras culturas como a de soja, milho e trigo, de alto interesse econdmico. Essas experiéncias
levantaram o interesse pela producdo de biogas e etanol, a partir da palma, no semiarido
nordestino (MENEZES et al., 2011). A empresa Elqui Global Energy, desenvolveu uma usina
de producéo de energia a partir da palma. Kuloyo (2012) observou a possibilidade de obter-se
etanol com a utilizacdo da palma, a partir da hidrolise enzimatica.

Apesar dessa perspectiva, esses autores reconhecem que, para se tornar real a
producdo de biocombustiveis com a utilizacdo dessa biomassa, ainda é preciso aprofundar
pesquisas que criem alternativas biotecnoldgicas para isso.

3.2 Enzimas de Interesse Industrial

Denominam-se enzimas as proteinas que conseguem catalisar reagdes nos sistemas
bioldgicos, de forma que uma reacdo gquimica se processa mais rapidamente em funcdo da
diminuicdo da energia livre de ativacdo, sem que 0s processos termodindmicos da reacao
sofram qualquer tipo de interferéncia. As enzimas tém extrema especificidade e poder
catalisador, sobrepondo-se a atuacdo de catalisadores sintéticos ou inorganicos (NELSON;
COX, 2011).

As enzimas resultantes dos processos fermentativos sdo aplicadas ha séculos. Essa
utilizacdo préatica de enzimas tanto se da pela forma direta como pela forma indireta. A forma
direta se realiza pelo uso de preparacdes enzimaticas brutas, sejam de origem animal sejam de
origem vegetal. Quanto a forma indireta, a acdo enzimatica utilizada decorre do crescimento
microbiano. As enzimas obtidas a partir da produgédo de origem microbiana sdo, hoje em dia,
foco de interesse da industria biotecnolégica, dai resultando a maior quantidade de pesquisas

que buscam controlar esse tipo de producéo enziméatica (BORTOLAZZO, 2011).
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O interesse industrial na producdo de enzimas se concentra nas celulases e amilases,
enzimas do grupo das carbo-hidrolases, as quais correspondem a 23% de todas as enzimas
circulantes no meio industrial. Essa superioridade apresentada pelas celulases se explica por
serem elas aplicadas na industria de ragdo animal, em processo de extracdo de 0leos vegetais e
de maceracdo de frutas, na producdo de alimentos e na fabricacdo de cerveja e vinho. Sua
maior aplicabilidade tem sido na producdo de ragcdo animal, perfazendo 21% de todas as
enzimas usadas nesse setor e 0 mercado mundial tem dado provas de que o consumo das
celulases deve aumentar, ampliando seu campo de acdo na producdo de enzimas industriais e
também de enzimas especiais (SANTOS et al., 2011).

3.2.1 Enzimas celuloliticas

As celulases constituem, geralmente, um conjunto de varias enzimas que tém
participacdo na degradacdo da celulose. Na hidrolise, encontram-se trés grandes grupos de
celulases: endoglucanases (EnG); exoglucanases ou celobiohidrolase (CBH) e B-glucosidase
(Figura 3.1) (SUN; CHENG, 2002).

A endoglucanase (EnG) é a enzima constituinte do complexo celulolitico que tem
como papel principal a iniciacdo da hidrolise. A parte interna da estrutura amorfa da fibra
celulosica é o alvo dessa enzima, a qual hidrolisa randomicamente, liberando oligossacarideos
de diversos graus de polimerizagdo e, por conseguinte, novos terminais, sendo um redutor
(regido da glicose que apresenta uma hidroxila heterosidica livre) e um ndo redutor (regido da
hidroxila heterosidica da molécula presente na extremidade que participa da ligacdo com
outra glicose adjacente) (LYND et al., 2002).

As endoglucanases sdo responsaveis pelo processo de hidrélise tanto da celulose
amorfa como das celuloses solveis, que sdo modificadas quimicamente, como, por exemplo,
a carboximetilcelulose (CMC). Neste processo as enzimas atuam com maior facilidade sobre
as areas cuja organizacao estrutural possui cadeias sem forte envolvimento interativo com
hidrogénio intermolecular, o que torna mais acessiveis as mais internas ligagdes glicosidicas
das cadeias de celulose, diferentemente do que ocorre nas regides cristalinas (CASTRO;
JUNIOR, 2010).

As enzimas presentes no grupo das exoglucanases (ExG) sdo as celobio-hidrolase
(CBH) e as glucano-hidrolase (GH). A GH possui pouco relato na literatura sobre sua acao,
mas tem papel importante na eficiente degradacdo da celulose, pois tem a capacidade de

liberar glicose diretamente do polissacarideo (LYND et al., 2002).
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A CBH participa da hidrolise primaria da fibra e é responsavel pelo fenémeno
denominado amorfogénese, ndo compreendido por completo, mas sabe-se que envolve uma
ruptura fisica do substrato, que provoca a desestratificacdo das fibras. A amorfogénese
promove aumentos na taxa de hidrolise da celulose, por tornar amorfas as regides cristalinas
do polimero, deixando-o mais exposto as celulases. Esse grupo de enzimas pode dividir-se em
dois tipos: enzima do tipo | (CBH 1), as quais hidrolisam terminais redutores, e as enzimas do
tipo Il (CBH 11), que, por sua vez, hidrolisam terminais ndo redutores. A celobiose, produto
da hidrolise, geralmente acaba inibindo a a¢do da prépria enzima (ZHANG; LYND, 2006).

A enzima B-glicosidase, ou B-glicosideo glico-hidrolase, tem como funcédo a hidrolise
da celobiose e oligossacarideos sollveis em glicose. E assim como a CBH, também sofre
inibicdo por seu produto de hidrdlise (LYND; ZHANG, 2002).

Figura 3.1 - Agdo das celulases na degradag&o da celulose
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Fonte: Adaptado de LYND, 2002

Enzimas de alto valor para a economia, as celulase sdo bastante comercializadas e se
destacam em varias industrias, como na téxtil, na fabricacdo de papel, na producdo de racédo
animal e na fermentacdo para producéo de alcool (OGEL et al., 2001). Essas enzimas s&o
resultados da fermentacdo por fungos e bactérias de diversos tipos, sendo o fungo
Trichoderma reesei o de maior utilizacdo pela industria, na fabricagéo de celulases, apesar de
sua produtividade quanto a B-glicosidase ndo ser significativa, acarretando concentracdes
elevadas de oligbmeros. Em razdo disso, passa a ser necessaria a utilizacdo de extratos
enzimaticos obtidos a partir de outros micro-organismos, como do género Aspergillus para

uma degradacdo mais eficiente da celulose (SAAD, 2010).
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3.2.2 Enzima xilanase

As xilanases tém como papel a hidrolise da xilana, o principal polissacarideo
constituinte das hemiceluloses (ARANTES; SADDLER, 2010). A funcdo das xilanases no
complexo enzimético tem importancia para desestruturar o entrelagamento da hemicelulose
presente na parede celular vegetal, ja que este grupo de polissacarideos ramificados tem o
poder de se ligar fortemente entre si e a superficie das microfibrilas de celulose, mantendo
ligacOes cruzadas, as quais dificultam a acdo das celulases durante o processo de sacarificacao
(YANG Y.Z; YANG, S.Q.; YAN, Q.J., 2006).

Entre as enzimas xilanases, encontram-se R-1,4-endoxilanases (XLN), com acéo sobre
a principal cadeia de xilana, e R-xilosidases (BXL), com acdo hidrolitica sobre os xilo-
oligossacarideos, transformando-os em xilose (Figura 3.2). Ainda sdo compreendidas entre as
xilanases a o-L-arabinofuranosidase (ABF), a-glucoronidase, a acetilxilanesterase (AXE), o
acido ferulico esterase e 0 &cido p-cumarico esterase encontradoscomo enzimas acessorias,
cuja atuacdo hidrolitica é exercida sobre cadeias laterais diversas da xilana (SAHA, 2003).

Principais produtoras de oligdmeros de B-D-xilopiranosil na hidrdlise, asf3-1,4-
endoxilanases (XLN) também geram mono, di e trissacarideos de B-D-xilopiranosil.No
entanto a agdo da endoxilanases pode sofrer inibicdo pelo acimulo de oligdmeros de B-D-
xilopiranosil. Para possibilitar a continuidade do processo de degradacdo, torna-se necessario
a acdo catalitica das B-D-xilosidases (BXL), pois estas, por meio da clivagem de xilobiose e
das extremidades ndo redutoras de xilo-oligossacarideos curtos, produzem unidades de 3-D-
xilopiranosil, tornando, assim, possivel remover a causa dessa inibicdo e gerando,
consequentemente, maior eficiéncia na hidrolise da xilana. (KNOB; TERRESAN;
CARMONA, 2010).

As cadeias laterais da xilana sdo de L-arabinose, acido acetil-glucurdnico, 4-O-
metilglucurdnico, p-cumarico e ferdlico, capazes de interromper, sem substituicbes, a
estrutura helicoidal da xilana. Quanto maior for aesterificacdo e a substituicdo, menor sera a
digestibilidade da hemicelulose.A remocéo dos grupos O-acetil das posi¢es 2 e/ou 3 dos
residuos de B-D-xilopiranosil da acetil xilana é concretizada pela acetil xilana esterase (AXE).
Ja as arabinofuranosidases (ABFs) conseguem remover o0s residuos de L-arabinose, enquanto
as glucuronidases hidrolisam ligagdes a-1,2 entre os residuos de acido glucurénico e f-D-
xilopiranosil,que se encontram na glucuronoxilana. FerGlico e cumarico esterases sao
responsaveis pela clivagem de ligagdes éster, envolvendo a arabinose acido ferulico e p-

cumarico, respectivamente (POLIZEL let al., 2005).
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Figura 3.2 - Enzimas xilanoliticas atuando na degradacéo da xilana
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No caso de substratos mais complexos, ha uma maior quantidade de arabinoxilanas,
dificilmente degradaveis pela acdo das endoxilanases (XLN), como, por exemplo, nos
residuos de natureza agricola e industrial. Nesses casos, faz-se necessario associar o-
arabinofuranosidases (ABFs), a fim de intensificar a sacarificacdo da arabinoxilana pré-
tratada. Esse mesmo sinergismo entre Xilanases é percebido quando da adicdo de acetilxilana
esterases (AXE), resultando na liberacdo tanto de &cido acético quanto de xilana acetilada em
menor grau, o que torna mais acessivel o ataque das XLN (POLIZELI et al., 2005).

Consideradas multienzimas por apresentarem diferentes formas, as Xxilanases se
apresentam em diferentes espécies fungicas. Esse fendmeno de multiplicidade pode ser
provocado pelo fato de mdltiplas xilanases serem produzidas por diferentes alelos de um
mesmo gene ou outros fendmenos, como processamento diferencial do mRNA, modificacdes
pos-secrecionais, como digestdoproteolitica, e modificacbes pds-traducionais, como
glicosilagdo e auto-agregacdo. (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; POLIZEL let al., 2005).

3.2.3 Enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas ou pectinases constituem um tipo de enzima degradadoras
de substancias peécticas, por meio da hidrolise de ligagbes glicosidicas do tipo a-1,4a0 longo
da cadeia carbdnica (UENOJO, 2007). Sua utilizacdo comercial se deu por volta de 1930,
quando foram utilizadas na preparacdo de vinhos e sucos de frutas. A utilizagdo mais eficiente

dessas enzimas sO foi desenvolvida ap0s a década de 1960, devido aos avangos no
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conhecimento sobre a natureza quimica de tecidos vegetais (BHAT, 2000; KASHYAP et al.,
2000).

Existem essencialmente trés tipos de pectinases, classificadas e nomeadas de acordo
com a “Enzyme Comission” (EC), seguindo as recomendagdes da [UPAC-1UB (GUMMADI,
2003; JAYANI, 2005) sdo elas: pectina esterase (desesterificante ou desmetoxilante), tem
funcdo de remocdo dos grupos metil éster, liberando metanol e convertendo pectina em
pectato (polimero ndo esterificado); as despolimerizantes, que sdo classificadas de acordo
com a clivagem hidrolitica (hidrolases) ou transeliminativa (liases) das ligac6es glicosidicas;
e, as protopectinases que atua na solubilizacdo da protopectina formando pectina (SAKAI et
al., 1993; GUMMADI; PANDA, 2003; SHEN et al., 1999).

A enzima pectina esterase € responsavel pela hidrolise dos grupos metil éster,
provocando a liberacdo de metanol, o que converte a pectina em pectato (UENOJO, 2007).
Sua a¢do é mais eficiente no grupo metil éster da unidade de galacturonato préxima a uma
unidade ndo esterificada (Figura 3.3) (KASHYAP et al., 2001). Sua utilizacdo se da em quase
todas as preparacfes enzimaticas comerciais, com o objetivo de proporcionar maior protecdo
e melhor textura de frutas e vegetais processados. Além dessa aplicabilidade, essa enzima é

bastante utilizada na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas.

Figura 3.3 - Acdo da pectina esterase na degradagdo da pectina, hidrolisando os grupos metil ésteres liberando
metanol
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Apesar da pectina esterase ter um efeito minimo sobre a viscosidades das solugdes,
elas colaboram com a acdo de outras pectinases, pelo fato de transformar pectina de alta
metoxilacdo em pectina de baixa metoxilacdo, 0 que vai permitir a acdo de hidrélise pela
poligalacturonase. Essas enzimas produzidas por fungos, bactérias, leveduras e plantas
superiores tem essa funcdo importante de dar andamento a degradagcdo completa da pectina

estando presentes em praticamente todos os preparados comerciais e podem ser responsaveis
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pelas mudancas das substancias pécticas durante o amadurecimento, estocagem e
processamento de frutas e vegetais (SOUZA, 2008).

De acordo com Kashyap et al. (2001), pectinases despolimerizantes sao classificadas
segundo o modo pelo qual a ligacdo é rompida (hidrolases ou liases); a posicédo de ataque no
substrato (endopectinase ou exopectinase) e o tipo de substrato hidrolisado (&cido péctico ou
pectina).

As enzimas incluidas no grupo das pectinases despolimerizantes, entre as hidrolases,
ha as polimetilgalacturonases (PMG) e as poligalacturonases (PG). A polimetilgalacturonase
(PMG) é responsdvel pela acdo hidrolitica de polimetil-galacturonatos a
oligometilgalacturonatos, por meio de clivagem de ligagoes a-1,4, podendo sua atuacdo se dar
de forma endo- (hidrdlise randémica) ou exo-PMG (hidrolise sequencial) (KASHYAP, 2001).

Por sua vez, as poligalacturonases (PG), consideradas as maiores enzimas com fungéo
hidrolitica, hidrolisam a-1,4 ligacfes glicosidicas entre dois residuos de acido galactur6nico
(Figura 3.4). Tanto apresentam mecanismo de acdo endo-PG quanto mecanismo exo-PG no
acido péctico. Entre as exo-poligalacturonases (exo-PG), o produto final pode ser de dois
tipos diferentes: mondmetros de &cido galacturdnico (exo-PG1l) e dimeros (exo-PG2)
(MARTINS, 2006).

Figura 3.4 Acdo das exo-poligalacturonases sobre o acido poligalacturénico, liberando mondmeros de &cido
galacturdnico pela hidrolise da pectina nédo esterificada
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As enzimas classificadas como liases ou transeliminases sdo responsaveis por romper
ligacGes glicosidicas, dando origem a galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre 0s
carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do &cido galacturdnico formado. Entre elas se incluem as
pectinas liases (polimetilgalacturnato liase, PMGL) e as pectatos liases (poligalacturonato

liase, PGL) (UENOJO, 2007). A enzima pectina liase catalisa por - eliminagdo entre dois
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residuos de &cido galacturdnico mais ou menos esterificados, como também quebra as
ligacGes por transeliminacdo do hidrogénio dos carbonos das posicdes 4 e 5, podendo ser de
modo endo- ou exo (Figura 3.5) (MARTINS, 2006). Ja a pectato liase catalisa a clivagem de
ligacdes o-1,4 de 4cido péctico de modo endo- ou exo- por transeliminacéo, requerendo Ca**
para atividade (KASHYAP, 2001).

Figura 3.5 Acdo da exo-pectina liase gerando uma dupla ligagdo entre os carbonos 4 e 5 (em vermelho)
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3.3 Micro-organismos Produtores de Enzimas

Os fungos filamentosos tém um papel muito importante para industria biotecnoldgica,
pois sdo grandes produtores de enzimas, que degradam uma vasta variedade de biomassa
vegetal. Os fungos Aspergillus e Trichoderma sdo os géneros mais utilizados para a produgéo
de enzimas devido a ampla gama de enzimas hidroliticas de polissacarideos que secretam
(STRICKER; MACH et al., 2008).

O interesse por preparados fungicos de enzimas extracelulares se deu ap6s a década de
1960, com a descoberta de serem eles responsaveis pela acdo hidrolitica de roupas e
equipamentos de militares durante a Segunda Guerra. Buscou-se aproveitar esses micro-
organismos para converter residuos celuldsicos em produtos alimenticios e energéticos. Essa
iniciativa partiu de estudiosos do Laboratdrio de Pesquisas em Natick, Massachussets, que
anunciou, em 1979, haverem sido isoladas cepas mutantes de Trichoderma reesei, cujo poder
hidrolitico superava em muito o da cepa nativa (BORTOLLAZO, 2011). As enzimas que
compdem a maquinaria do complexo celulolitico dessa espécie séo: duas celobiohidrolases,
cinco endoglicanases e duas B-glicosidases. Além da producéo de diversas hemicelulases, as
xilanases, mananases e galactosidases sao também secretadas por esse fungo (NIDETZKY et
al., 1994).
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Os fungos pertencentes ao género Trichoderma tem suas enzimas aplicadas nas
indUstrias farmacéutica, téxtil, de papel e de biocombustiveis (BHAT, 2000; POLIZELLI;
RIZZATTI et al., 2005; BEG, 2001). A espeécie fungica Aspergillus awamori tem seu foco
industrial visando mais a producdo de amilases, amiloglucosidases e proteases, sendo
considerado seguro, por ndo ser toxico nem patogénico (CUI et al.,1998a).

As xilanases microbianas (1,4-p-D-xilana xilanohidrolases) se destacam entre as
hemicelulases, sendo mais bem aceitos catalisadores pela inddstria para a hidrolise da xilana,
por causa de sua baixa perda de substrato, baixa geracdo de residuos e alta especificidade
(MICHELIN et al., 2008). Duas espécies do género Aspergillus, A. oryzae e A. terreus, em
estudos realizados por Milanezi (2011), demonstraram maior expressividade na atividade
xilanolitica que outras espécies de géneros, como Penicillium citrinum, Fusarium
verticillioides, Paecilomyces lilacinum (SIQUEIRA et al., 2010) .

Diversas bactérias vém se destacando produzindo enzimas tais como celulases,
amilases, pectinases, xilanases, como as do género Bacillus e a actinobactéria do género
Streptomyces (LO et al., 2002; CHIANI et al., 2010). As actinobactérias tem um potencial
produtor de enzimas com capacidade de hidrolisar proteina, amido, celulose, pectina em
diferentes habitats (MINOTTO et al., 2014). Rawashdeh et al. (2005) avaliaram a capacidade
de produtividade enzimatica de diversos isolados de Streptomyces, sp., notando-se a producao
de celulase, pectinase e quantidades relevantes de xilanase.

Estudos recentes utilizando o género Streptomyces vem mostrando uma alta
capacidade de producdo de enzimas pécticas. Carvalho (2014) analisou a producdo de
pectinases pela espécie Streptomyces rochei, a qual obteve resultados na producéo de pectina
liase, pectina esterase e poligalacturonase, sendo uma espécie pouquissima estudada.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Matéria-prima

Cladddios de palma forrageira da espécie Opuntia ficus-indica, vulgarmente conhecida
como palma gigante, foram fornecidos pelo Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA. Os
cladddios da palma foram disponibilizados tanto in natura como em forma de matéria seca, e

foramprocessados como descrito nos itens 4.1.1 e 4.1.2, a sequir.

4.1.1 P6 da palma forrageira
A biomassa seca foi submetidaa moagem em moinho de facas (Fritsch, Pulverisette
14) (Figura 4.1) e peneirada em peneira de 80 mesh. A parte ndo retida na peneira foi

guardada em temperatura ambiente até o uso.

Figura 4.1 -Moinho de facas (Fritsch, Pulverisette 14)
- i )

4.1.2 Fracdo péctica da palma forrageira

O material in natura foi lavado,cortado em pedagos pequenos e, entdo, transferido
para liquidificadorcontendo agua destilada (80 °C) em uma propor¢do de 1:1 (m/m). O
material triturado foi vertido em tanque agitado, onde ficou mantido em temperatura de 60°C,
sob agitacdo de 500 rpm, por 60 minutos, afim de extrair a pectina da biomassa. Omaterial
resultante foi centrifugado em centrifuga refrigerada (Hettich Zentrifugen, Rotina 420R)
(Figura 4.2), a 4°C, por 15 minutos, em uma rotacdo de 8000 rpm.O sobrenadante
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(fracdopéctica) foi novamente centrifugado, para separacdo das partes solidas remanescentes,
e acondicionado sob refrigeracao até o uso.

Figura 4.2- Centrifuga refrigerada (Hettich Zentrifugen, Rotina 420R)

4.2 Micro-organismos

Para a realizacdo do “screening” de linhagens de bactérias do género Bacillus,foram
utilizadas 10 linhagens provenientes da Colecdo de Micro-organismos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE (UFPEDA).

Para a avaliacdo da producdo de enzimas, foram utilizados 0s micro-organismos:
Bacillussp., selecionado no “screening”; Streptomyces rocheiUFPEDA 3414, cedido pela
Colecdo UFPEDA,; eTrichodermareesei RUT C-30 e Aspergillusawamori, cedidos pelo

Laboratdrio de Tecnologia Enzimética da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.3 Meios de Cultivo

4.3.1 Meios de manutencéo dos micro-organismos

As linhagens de Bacillus foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo meio agar
nutriente (AN) (Tabela 4.1), durante 2 dias, e a actinobactéria, Streptomycesrochei, em placas
de Petri contendo meio ISP-4 (Tabela 4.2), por 7 dias, ambos incubados a 30°C em estufa.

Ap0s o crescimento, as culturas foram mantidas sob refrigeracao.
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Tabela 4.1 - Composi¢do do meio AN

Componentes* Concentracao
(9/L)

Peptona 10

Extrato de carne 3

NaCl 5

Agar 15

* pH ajustado para 6,8.

Tabela 4.2- Composic¢do do meio ISP-4

Componentes™ Concentracéao
(g/L)
Amido solavel 20
K>HPO, 2
MgS0O,.7H,0 2
NaCl 2
(NH4),SO,4 4
CaCO; 4
Agar 16

*Solugdo tragcos sais (2mL/L): FeSO4.7H,0 0,1
(9/mL); MnCl,.4H,0 0,1 (g/L); ZnS0O,4.7.H,0 0,1
(g/L).
Para o crescimento e obtencdo de esporos dos fungos filamentosos Trichoderma e
Aspergillus, foram feitos cultivos em placas de Petricontendo meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) (Tabela 4.3) por cinco dias em estufa a 30°C, os quais, apés crescimento, foram

mantidos sob refrigeracéo.

Tabela 4.3- Composicdo do meio BDA

Componentes* Concentragéo

(9/L)
Batata 200
Glicose 20
Agar 15

* pH ajustado para 6,8.
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4.3.2 Meios de producgéo de enzimas
As fermentacOes para producdo de enzimas foram realizadas com a biomassa em po,
como fonte de carbono, e sais minerais (Tabela 4.4) e com a fracdo péctica liquida, como

fonte de carbono, adicionada de sais nas mesmas concentracOes da Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Composicdo do meio de fermentacéo

Componentes Concentracao
(g/L)
Fonte de carbono 10*
(NH4)2SO4 3
KH,PO,. 1
MgSQO,. 7H,0 0,1
CaCl,.2H20 0,05
FeSO,4.7H20 0,05
CuS04.7H20 0,005
MnSQO,4.4H20 0,005
ZnS0,4.7H20 0,005

* Quando a fragdo péctica (liquida) foi utilizada,
os sais foram diluidos diretamente nela.

4.4 Procedimento Experimental

4.4.1“Screnning”das linhagens

As 10 linhagens de Bacillus, reativadas a partir das culturas em estoque da Colecédo
UFPEDA, foram inoculadas em placas de Petri com meio contendo o p6 da palma forrageira e
sais minerais (Tabela 4.4), em duplicatas, e cultivadas em estufa a 30 °C, durante 24 horas,

para verificacdo do crescimento das colonias e determinacgdo das médias dos seus diametros.
4.4.2 Producao de enzimas por fermentagdo submersa
Para a producdo de enzimas, foram realizadas fermentagdes tanto em frascos

Erlenmeyer, com capacidade de 250 mL, contendo a biomassa em pd da palma gigante,

incubados em mesa agitadora (New Brunswick Scientific, C25KC) (Figura 4.3), como em
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biorreator de bancada instrumentado (New Brunswick Scientific, Bioflo 110) (Figura 4.4),

com volume nominal de 1 L, contendo a fragdo péctica da palma forrageira.

4.4.2.1 Preparacdo de indculos

Para realizacdo dos inoculos dos fungos filamentosos, Trichoderma reesei e
Aspergillus awamori, foram feitos tapetes, com o auxilio de al¢a de Drigalskyem placas de
Petri contendo meio BDA. Apo6s 5 dias de crescimento em estufa a 30°C, foram colocados 2,5
mL de agua destilada estéril nas placas para a suspensdo de esporos. A suspensao de esporos
foi, entdo, transferida para frascos Erlenmeyers contendo o meio descrito na Tabela 4.3, sem a
adicdo do agar, obedecendo a razdo de 10% (v/v), os quais ficaram incubados em mesa
agitadora rotativa (New Brunswick Scientific, modelo C25KC), a 30°C e agitacdo de 250 rpm,
por periodo de 24 horas.
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Para a preparacao dos indculos da actinobactéria, foi feito tapete, com o auxilio de alca
de Drigalsky,em placas de Petri contendo meio ISP-4. ApGs crescimento por 7 dias em estufa
a 30°C, foram removidos 2 blocos, com furador de 6 mm de diametro, e transferidos para
frascos Erlenmeyers com o meio especifico de crescimento descrito na Tabela 4.2, sem adicéo
de &gar, e entdo, incubados em mesa agitadora a 30°C por 48 horas, sob agitagdo de 250 rpm.

O inoculo da bactéria do género Bacillus foi realizado transferindo-se duas al¢adas do
tubo de ensaio, onde se mantinha preservado, para frasco Erlenmeyer contendo o meio
descrito na Tabela 4.1, sem adicdo de agar, posteriormente foram incubados em mesa
agitadora a 30°C e agitagdo 250 rpm por 12 horas.

Os indculos foram transferidos para os meios de fermentacdo obedecendo a razédo de
10% (Vv/v).

4.4.2.2 Fermentacdo submersa

Para as fermentacdes em frascos agitados, foi utilizado o p6 da palma e sais minerais,
nas concentracdes de acordo com a Tabela 4.4, como fonte de carbono, e a mesa agitadora foi
mantida sob agitacdo de 250 rpm, em temperaturas especificas para cada micro-organismo:
30°C, para os fungos filamentosos e para Bacillus sp., e 37°C para S. rochei.

Para as fermentacOes em biorreator, a fonte de carbono foi a fracdo péctica da palma.
As condicbes de aeracdo e agitacdo do reator foraml vvm e 500 rpm, respectivamente;a
temperatura € o pH foram controlados, respectivamente, em: 30°C e 5,0, para os fungos
filamentosos; 30°C e 7,0, para Bacillus sp.; e 37°C e 6,0,para S. rochei. O controle do pH foi
realizado por meio da adi¢do automatica de solucdo de acido sulfarico 3 M e hidréxido de
sodio 3 M, e, para o controle da espuma, utilizou-se o antiespumante polipropilenoglicol P
2000 (Fluka).

4.5 Métodos Analiticos

4.5.1 Determinacgdo das Atividades Enzimaticas

A determinacgdo das atividades enziméticas foi realizadas com o extrato enzimatico
obtido pela centrifugacdo das amostras a 4°C, 8000 rpm por 5 minutos em centrifuga

refrigerada (Hettich Zentrifugen, Rotina 420R)e filtragem a vacuo em membrana de 0,22 pm.
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4.5.1.1 Atividades celuloliticas
Os ensaios enzimaticos foram determinados de acordo com metodologia padréo
descritos pela IUPAC (GHOSE, 1987). A atividade foi expressa em Unidade Internacional

(U), quantidade de enzima capaz de forma 1 umol de glicose por minuto.

Atividade FPase

Em tubos de ensaio pequenos, foram colocadas em espiral fitas de papel de filtro
Whatman n°l, medindo 1,0 cm x 6,0 cm (aproximadamente 50 mg), como substrato, e 1 mL
do tampado citrato de sddio 50 mM com pH 4,8 (Tabela 4.5). Essa mistura foi posta em banho
termostatizado a 50°C por 60 minutos juntamente com 0,5 mL do sobrenadante (extrato
enzimatico). Para zerar o espectrofotdmetro foi feito um branco, que continha todas as
solucBes menos o sobrenadante. Para a quantificacdo de acUcares redutores antes da reacédo do
extrato enzimatico com o substrato foram feitos tubos controle, que continham 0,5 mL do
tampdo citrato de s6dio 50mM juntamente com o extrato enzimatico. A determinacdo de
acucares redutores totais foi realizada transferindo 0,5 mL das solu¢des para tubos contendo
0,5 mL do reagente DNS (Tabela 4.6), os tubos foram fervidos por 5 minutos e resfriados em
banho de gelo para parar a reacdo, e entdo foram completados os volumes para 7,5 mL com
agua destilada para a realizacdo a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Hewllet
Packard 8453) a 540 nm.

Atividade CMCase

Foram colocados em tubos de ensaio 0,25 mL da solucdo de carboximetilcelulose
(CMC) 4% em tampado citrato de sodio 50 mM pH 4,8, como substrato, e 0,25 mL tampé&o
citrato de s6dio 50 mM com pH 4,8. No meio reacional foi adicionado 0,25 do sobrenadante e
submetido ao banho termostatizado a 50°C, durante 10 minutos. Também foram utilizados os
controles, contendo 0,25 mL do tampéo e 0,25 mL da amostra, e 0 branco sé contendo 0,25
mL da solucdo de CMC. Nos tubos foram colocados 0,5 mL do reagente DNS para a
determinacdo dos acucares redutores, fervidos por 5 minutos, resfriados em banho de gelo, e
apos completar os volumes para 7,5 mL com agua destilada, seguiu-se a leitura da

absorbancia no comprimento de onda de 540 nm.
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4.5.1.2 Atividade xilanolitica

Para a realizacdo da atividade da xilanase, foi utilizado, como substrato, 1mL da
solucdo de xilana a 1% em tampao de acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) (Tabela 4.7), nos
tubos foram adicionados também 0,5 mL do sobrenadante, sendo a mistura incubada a 50°C
por 5 minutos. Nos controles foram adicionados 0,5 mL do tamp&o e 0,5 mL do extrato
enzimatico, e no branco continha apenas 0,5 mL da solucdo de xilana 1%. Para a
determinacdo dos acUcares redutores, também foram transferidos 0,5 mL das solucgdes para
tubos contendo 0,5 mL de DNS, os quais foram submetidos a fervura por 5 minutos e
resfriados em banho de gelo. A leitura foi realizada a 540 nm ap6s completarem-se 0s
volumes com agua destilada para 7,5 mL. A atividade foi expressa em Unidade Internacional

(U), quantidade de enzima capaz de forma 1 pmol de xilose por minuto.

4.5.1.3 Atividade pectinolitica

A atividade pectinolitica foi realizada com 1mL de pectina citrica 1% em tampéo
acetato de sodio (pH 4,8) em tubos de ensaio juntamente com 0,25 mL do sobrenadante. Em
tubos de ensaio controles foram colocados 1mL do tampé&o acetato mais o sobrenadante, e no
tubo onde continha o branco, a pectina citrica. Os tubos foram mantidos em banho
termostatizado a 45°C por 30 min. Para parar a reacdo foram adicionados 1,25 mL de
reagente DNS, e levados a fervura durante 5 min, logo ap6s foram submetidos ao banho de
gelo. Nas solugdes foram adicionados 5 mL de &gua destilada e entdo a leitura foi medida a
540 nm (BALADHANDAYUTHAM e THANGAVELU, 2011).

4.5.2 Determinacdo da Concentracéo dos Substratos

A determinacédo das concentracOes de agUcares e acido galacturénico, foi realizada por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent, Série 1100), detectada por indice de
refracdo. Para o processo de separacdo foi utilizado uma coluna HPX87H (BIO-RAD), com
60°C de temperatura; H,SO4 a 50 mM foi usado, como fase movel, com um fluxo de 0,6
mL/min e o volume de injecdo foi de 20uL. A fase movel foi preparada com agua ultrapura e,
posteriormente, filtrada em membrana microporosa de 0,22 um antes da realizacdo da corrida.
Para a quantificagdo utilizou-se o método do padréo externo, através de curvas padrdo dos

compostos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Screening das linhagens

A utilizacdo de bactérias do género Bacillus para producdo de enzimas tem sido
extensivamente estudada, por serem produtoras, entre outras, de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas, degradantes de estruturas da biomassa vegetal. Muitos trabalhos j& foram
realizados com esse género de bactérias para producdo de CMCase, como Bacillus subtilis
(KIM et al., 2009) e Bacillus sp. 313 SI (GOYAL, 2014). Também, em trabalho realizado
por Andrade (2011), foram obtidas altas atividades de poligalacturonases com linhagens do
género Bacillus sp.

Para a selecdo da bactéria do género Bacillus — a ser utilizada na investigacdo sobre a
producdo de enzimas — foi realizado um “screening” com 10 linhagens da Colegdo UFPEDA,
observando-se a ocorréncia de crescimento em meio a base da palma gigante, como ilustrado

na Figura 5.1.

Figura 5.1 - Crescimento de Bacillus em meio de cultura a base de palma gigante, incubados em estufa a 30°C
por 24 horas. Numeracdes de acordo com o armazenamento da Cole¢do de Micro-organismo do Departamento
de Antibidticos da UFPE

As linhagens UFPEDA 20, UFPEDA 461, UFPEDA 464, UFPEDA 465 e UFPEDA

472 foram as que apresentaram coldnias com maiores didmetros de crescimento, o que indica

que sdo produtoras de enzimas capazes de degradar polissacarideos da biomassa da palma.
Para as linhagens UFPEDA 11, UFPEDA 14 e UFPEDA 462 nédo foram observados nenhum
crescimento.

Entre as linhagens capazes de utilizar a palma como substrato, a Unica linhagem
identificada em nivel de espécie ¢ a UFPEDA 20, identificada como Bacillus
methylotrophicus. Bactérias metilotréficas tém como caracteristica crescer utilizando

compostos C1, tais como metanol e metilamina, como também sobre uma variedade de
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compostos C2, C3 e C4 (LIDSTROM, 2006). Nessa espécie, sdo positivas as atividades de
catalase, oxidase, pectinase e protease, mas as atividades de celulase e as atividades arginina
dihi-drolase, urease e B-galactosidase ndo se fazem presentes (MADHAIY AN et al, 2010).

As meédias dos diametros das col6nias de Bacillus spp. estdo apresentadas na Tabela
5.1.

Tabela 5.1 -Diametro médio das coldniasde Bacillus spp. cultivadosem meio de cultura a
base de palma forrageira

Linhagem Identificagéo Diametro médio (cm)
Bacillus cereus UFPEDA 11 0
Bacillus mycoides UFPEDA 14 0
Bacillus methylotrophicus UFPEDA 20 3,0+0,9
Bacillus pumilus UFPEDA 448 0,9+0,3
Bacillus sp. UFPEDA 461 2,4+0,9
Bacillus megaterium UFPEDA 462 0
Bacillus sp. UFPEDA 464 2,25+0,1
Bacillus sp. UFPEDA 465 2,0+0,35
Bacillus sp. UFPEDA 466 1,95+0,1
Bacillus sp. UFPEDA 472 3,213

Bacillus sp. UFPEDA 472, a linhagem com maior didmetro de colonia, foi selecionada
para estudos sobre a producédo de enzimas, juntamente com os fungos e actinobactéria.

5.2 Producdo de Enzimas

A palma forrageira, por apresentar em sua estrutura varios polissacarideos — celulose,
hemicelulose e pectina — foi utilizada como fonte de carbono para a producdo de enzimas em
fermentagdo submersa, visando a inducdo da producdo de atividades celuloliticas,
hemiceluloliticas e pectinoliticas.

Além de Bacillus sp. UFPEDA 472, selecionado na primeira etapa do trabalho,
também foi investigada a producdo de enzimas por Trichoderma reesei RUT C-30,
Aspergillus awamori e Streptomyces rochei UFPEDA 3414, que sdo micro-organismos ja

reconhecidos como produtores de enzimas hidroliticas.
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A producéo de atividades FPase, CMCase, xilanase e pectinase em frascos agitados,
utilizando-se p6 de palma, e em biorreator de bancada, utilizando-se a fracdo péctica da

palma, estdo descritas nos itens 5.2.1 e 5.2.2, respectivamente.

5.2.1 Fermentacdo em frascos agitados
5.2.1.1 Producéo de enzimas porTrichoderma reesei

A utilizacdo do p6 da palma como fonte de carbono foi capaz de induzir a producao de
todas as atividades por Trichoderma reesei RUT C-30, como esté apresentado na Figura 5.2.

O fungo filamentoso T. reesei RUT C-30, dentre os outros micro-organismos
estudados, apresentou a maior atividade xilanolitica, alcancando valor maximo de 7,75
Ul/mL. As atividades CMCase, FPase e pectinase foram 2,45 Ul/mL, 0,21 Ul/mL e 0,55

Ul/mL, respectivamente.

Figura 5.2 - Perfil de producdo de enzimas por Trichoderma reesei RUT C-30 em meio contendo a biomassa em
po da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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A variagdo do consumo de substrato utilizado pelo T. reesei esta apresentado na Figura
5.3. Como se pode observar, o fungo utilizou a glicose como fonte de carbono. O pequeno
consumo do acido galacturdnico presente no meio no periodo de 48 horas, condiz com a

pequena atividade pectinolitica no mesmo tempo de cultivo.
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Figura 5.3- Variagdo do consumo de substrato durante o cultivo de Trichoderma reesei RUT C-30 em meio
contendo a biomassa em pé da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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SILVA (2012) realizou fermentagdes utilizando a mesma biomassa da palma, nas
mesmas concentragdes, e encontrou valores parecidos, corroborando com os encontrados no
presente trabalho. Atividade xilanolitica de 6,21 Ul/mL e CMCase de 3,3 Ul/mL em 46 horas,
e FPase de 0,29 Ul/mL em 50 horas de cultivo.

A atividade xilanolitica encontrada confirma que a presenca de celulose é capaz de
induzir a producdo de xilanase, e que essa inducdo é atribuida ao fato de que o regulador da
transcricdo que codifica as enzimas celulases, ACEII que é um regulador positivo, também
afeta a regulacdo da producdo de xilanase (ARO et al., 2001; RITTER et al., 2013).

5.2.1.2 Producéo de enzimas por Aspergillus awamori

O perfil de producéo de enzimas e a variacdo do consumo de substrato por Aspergillus
awamori apresentam-se nas Figuras 5.4 e 5.5, respectivamente.

As atividades maximas obtidas das atividades foram: xilanase 5,85 Ul/mL, CMCase
0,96 Ul/mL, FPase 0,1 Ul/mL e pectinase 1,54 Ul/mL.
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Figura 5.4 - Perfil de producgdo de enzimas por Aspergillus awamori em meio contendo a biomassa em p6 da
palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.5- Variacdo do consumo do substrato durante o cultivo de Aspergillus awamori em meio contendo a
biomassa em p6 da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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5.2.1.3Producdo de enzimas porBacillussp.

O perfil de producdo de enzimas da bactéria da espécie Bacillus sp. UFPEDA
472,durante o cultivo, esta apresentado na Figura 5.6.

As atividades xilanase e CMCase foram as que apresentaram maior valor, com 3,9 e
0,46 Ul/mL, respectivamente. Os valores das atividades FPase (0,04 Ul/mL) e pectinase (0,31
Ul/mL) foram menores que nas outras fermentagdes. A variagdo do consumo dos substratos

observados na Figura 5.7, mostra a assimilacdo da glicose, como principal fonte de carbono
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para producdo de energia, mas ndo do &cido galacturénico, sendo este micro-organismo pouco

indutor de enzimas pectinoliticas.

Figura 5.6- Perfil de producdo de enzimas por Bacillus sp.em meio contendo a biomassa em pd da palma
forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.7 - Variagdo do consumo do substrato durante o cultivo de Bacillus sp. em meio contendo a biomassa
em po da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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5.2.1.4 Producéo de enzimas porStreptomyces rochei.

No cultivo com a actinobactéria da espécie Streptomyces rochei UFPEDA 3414 a
atividade pectinolitica apresentou valor bem maior que nos outros cultivos, com 2,09 Ul/mL,

demonstrando uma melhor capacidade de inducdo dessa enzima (Figura 5.8). A atividade
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xilanase foi de 1,53, as celuloliticas, CMCase e FPase, foram de 0,27 e 0,016 Ul/mL,
respectivamente.

A variacdo do consumo de substrato esta apresentado na Figura 5.9, demonstrando o
consumo da glicose como era de se esperar, primeiramente a ser consumido e por ultimo o

acido galacturonico.

Figura 5.8- Perfil de producdo de enzimas por Streptomyces rochei UFPEDA 3414 em meio contendo a
biomassa em p6 da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.9 - A variagdo do consumo do substrato durante o cultivo de Streptomyces rochei UFPEDA 3414 em
meio contendo a biomassa em pé da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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5.2.2 Fermentag&o em biorreator de bancada
5.2.2.1 Producgéo de enzimas porTrichoderma reesei.

O perfil de producédo de enzimas por Trichoderma reesei RUT C-30 esta apresentado
na Figura 5.10.

Os valores maximos das atividades celuloliticas, FPase e CMCase foram de 0,02
Ul/mL e 0,25 Ul/mL, respectivamente. A atividade xilanolitica atingiu valor maximo de 4,94
Ul/mL e a pectinolitica de 0,57 Ul/mL. A baixa atividade pectinolitica obtida mostra o
pequeno consumo de substrato apresentado na Figura 5.11, semelhante ao quando utilizada a

biomassa em po da palma.

Figura5.10 - Perfil de producdo de enzimas por Trichoderma reesei RUT C-30 em meio contendo a fragdo
péctica da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.11 - Varia¢do do consumo do substrato durante o cultivo de Trichoderma reesei RUT C-30 em meio
contendo a fragdo péctica da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Pesquisas realizadas em biorreator por SILVA (2012) investigaram a producgéo de
enzimas celuloliticas, utilizando o T. reesei RUT C-30, em diversas fontes de carbono
(celulose microcristalina, xilana comercial e pectina comercial), em condigdes de cultivo
semelhantes. No experimento realizado com a celulose, obtiveram-se também producdes
baixas de FPase (0,036 Ul/mL) e de CMCase (0,27 Ul/mL), uma menor inducdo na producao
de xilanase (2,31 Ul/mL) do que no presente trabalho. J& com a xilana comercial, os valores
obtidos para FPase e CMCase foram de 0,13 Ul/mL e 4,0 Ul/mL, respectivamente,
apresentando um alto valor de atividade de xilanase(11,83 Ul/mL), como se esperava.
Utilizando-se a pectina comercial como substrato, a atividade foi ainda menor para FPase
(0,01 Ul/mL), e a atividade de xilanase foi de 2,83 Ul/mL e a de CMCase foi de 1,25 Ul/mL.

5.2.2.2 Producdo de enzimas porAspergillus awamori

A producéo de enzimas e a variagdo do consumo de substrato por Aspergillus awamori
estdo representados nas Figuras 5.12 e 5.13, respectivamente.

Todas as atividades enzimaticas também foram induzidas, nesse caso. As atividades
celuloliticas, FPase e CMCase, atingiram valores maximos de 0,03 Ul/mL e 0,38 Ul/mL,
respectivamente. O valor maximo de xilanase foi de 3,72 Ul/mL e a atividade pectinolitica
atingiu valor de 1,84 Ul/mL. Em comparacdo com o T. reesei RUT-30, a producdo de

atividade pectinase apresentou valor superior.

Figura 5.12- Perfil de producdo de enzimas por Aspergillus awamori em meio contendo a fracdo péctica da
palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.13 - Consumo do substrato durante o cultivo de Aspergillus awamori em meio contendo a fragdo
péctica da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)

- #—Glicose
—8—Ac. galacturdnico
9
Q‘ 8
2 7.0
© = %
|3 6 __‘..
O —
= 5
= . A
8 a4
= i
o 2
2]
1 "
K 1
0 t——
0 24 48 72 a6

Tempo (h)

Em estudos realizados por Mojsov (2010) com a espécie Aspergillus niger foram
testados meios contendo as seguintes fontes de carbono: glicose, frutose, lactose, galactose,
pectina de maca e polpa de macd, para verificacdo da inducdo de enzimas pectinoliticas. Os
resultados mostraram que a sintese dessas enzimas era induzida por substancias pécticas e
inibida na presenca de glicose e frutose. No presente trabalho analisando a Figura 5.13
destacou-se que a producdo de enzimas pectinoliticas so foi induzida apds o consumo total da
glicose presente no meio.

5.2.2.3 Producéo de enzimas porBacillussp.

O perfil de producdo de enzimas por Bacillussp. esta representado na figura 5.14 e a
variacdo do consumo de substrato na Figura 5.15.

A producéo de enzimas FPase, CMCase, xilanase e pectinase alcangaram atividades de
0,03 Ul/mL, 0,37 Ul/mL, 3,11 Ul/mL e 0,51 Ul/mL, respectivamente. O comportamento do
consumo dos substratos foi semelhante com o encontrado quando utilizada a biomassa em pé

como substrato, afirmando assim, a pequena inducdo de enzimas pectinoliticas por esta
espécie estudada.



Figura 5.14 - Perfil de produgdo de enzimas por Bacillus sp.em meio contendo

forrageira (Opuntia ficus-indica)
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a fracdo péctica da palma

2.4
2.0
1.5

1.0

CMCase, FPase e
Pectinase [UIfmL)

0.5

0.0

Figura 5.15 - Consumo do substrato durante o cultivo de Bacillus sp. em meio contendo a fragdo péctica da

palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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5.2.2.4 Producéo de enzimas porStreptomyces rochei

Na figura 5.16, esta apresentado o perfil de produgdo de enzimas por Streptomyces

rochei UFPEDA 3414.

Dentre 0s micro-organismos estudados, o S. rochei apresentou maior atividade de

pectinase (2,24 Ul/mL). As atividades maximas de FPase, CMCase e xilanase foram 0,01

Ul/mL, 0,25 Ul/mL e 1,29 Ul/mL, respectivamente. A variagdo do consumo do substrato,

apresentado na Figura 5.17, mostra a utilizacdo tanto da glicose como também do &cido

galacturonico, produto final da degradacéo da pectina.
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Figura 5.16- Perfil de producéo de enzimas por Streptomyces rochei UFPEDA 3414 em meio contendo a fragdo
péctica da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Figura 5.17- A variacdo do consumo do substrato durante o cultivo de Streptomyces rochei UFPEDA 3414 em
meio contendo a fracdo péctica da palma forrageira (Opuntia ficus-indica)
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Na literatura ndo sdo encontrados trabalhos utilizando fragdes da palma forrageira
como substrato para producdo de enzimas em fermentacdo submersa, no entanto a producéo
de enzimas utilizando a palma forrageira € normalmente investigada em fermentacdo semi-
solida.

O presente trabalho, utilizando a fragdo péctica da palma gigante, mostra a capacidade
de inducédo da producédo de enzimas importantes na hidrolise de biomassas, tanto por fungos
como por bactérias. As Tabelas 5.2 e 5.3 apresentam as atividades maximas obtidas com os

diversos microrganismos.



Tabela 5.2- Atividades maximas obtidas de cultivos em frascos
agitados

Micro- Atividade enzimatica (Ul/mL)

Organismo  xijlanase CMCase FPase Pectinase

Trichoderma
reesei
Aspergillus
awamori

Streptomyces 1,53 0,27 0,01 2,09
rochei

Bacillus sp. 3,9 0,46 0,04 0,31

7,75 2,45 0,21 0,55

5,85 0,96 0,1 1,54

Tabela 5.3- Atividades maximas obtidas de cultivos em biorreator
de bancada

Micro- Atividade enzimatica (Ul/mL)

Organismo  xjjanase CMCase FPase Pectinase

Trichoderma — , o, 25 002 = 057
reesel

Aspergillus
awamori

Strept_omyces 1,29 0,25 0,01 2,24
rochei

Bacillus sp. 3,1 0,37 0,03 0,51

3,72 0,38 0,03 1,84
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho péde confirmar a capacidade de inducéo da producdo de diferentes
enzimas utilizando-se como fonte de carbono tanto a biomassa total como a fracdo péctica de
cladddios da palma forrageira Opuntia ficus-indica. A biomassa total da palma gigante
proporcionou aos microrganismos maior indugdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas,
principalmente por Trichoderma reesei RUT C30. Por outro lado, com a fracdo péctica,
Streptomyces rochei e Aspergillus awamori apresentaram valores maiores nas atividades
pectinoliticas. Conclui-se, portanto, que abiomassa da palma forrageira e sua fracdo péctica
sdo potenciais substratos para a producdo de enzimas capazes de atuar na hidrélise de
biomassas lignoceluldsicas em biorrefinarias, fazendo-se necessaria a realizacdo de trabalhos
futuros para ajuste de condicGes de producdo e verificacdo da eficacia dessas enzimas na

hidrélise de biomassas.
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APENDICE A —Tabelas dos resultados da producéo de enzimas em frascos agitados.

Tabela A.1 —Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes do cultivo com Trichoderma reesei
RUT-C30.

Tempo de Atividades enzimaticas (Ul/mL)

cultivo (h) Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,12+0,50 0,00+0,22 0,00+0,00 0,00+0,02
24 6,29+0,15 2,12+0,14 0,10+0,00 0,30+0,02
48 7,75%0,74 2,45+0,83 0,21+0,01 0,55+0,14
72 6,65+0,08 2,25+0,67 0,14+0,06 0,37+0,08
96 6,48+0,03 1,9940,41 0,09+0,03 0,29+0,08

Tabela A.2 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes do cultivo com Aspergillus awamori.

Tempo de Atividades enzimaticas (Ul/mL)

cultivo (h) Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,20 = 0,07 0,01+ 0,00 0,00+ 0,01 0,18 +0,10
24 4,78 + 0,46 0,64 + 0,03 0,02 + 0,00 0,45+ 0,06
48 5,11+0,01 0,86 + 0,02 0,10+ 0,01 1,54 +£ 0,03
72 5,85+ 0,07 0,96+ 0,02 0,06 + 0,00 0,97 £0,01
96 5,39 + 0,04 0,95+ 0,01 0,02 £ 0,01 0,85+ 0,01

Tabela A.3 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes do cultivo com Bacillus sp. UFPEDA
472.

Tempo de Atividades enzimaticas (Ul/mL)

cuttivo () Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
24 0,00 + 0,00 0,20 + 0,03 0,02+0,01 0,31+0,05
48 1,46 + 0,04 0,14 + 0,04 0,03 +0,00 0,03+0,01
72 3,93 +0,02 0,46 + 0,06 0,00 + 0,00 0,04 £ 0,00
96 1,50 £ 0,16 0,03 +0,00 0,00 + 0,00 0,04 £ 0,01




Tabela A.4 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrfes do cultivo com Streptomyces rochei

UFPEDA 3414

Tempo de Atividades enziméticas (Ul/mL)

cultivo () Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
24 1,53 £ 0,08 0,08 +0,00 0,00 +0,01 0,27 + 0,00
48 0,99 +0,15 0,27 +0,01 0,00 + 0,00 2,09+0,01
72 0,68 + 0,07 0,27 +0,00 0,01 +0,00 0,64 + 0,06
96 0,66 + 0,05 0,17 + 0,05 0,01 +0,00 0,08 + 0,02
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APENDICE B — Tabelas dos resultados das concentracdes de substratos em frascos agitados.

Tabela B.1 — Concentracdes de substratos durante o cultivo por Trichoderma reesei RUT-C30.

Tempo de cultivo Concentracéo (g/L)

(h) Glicose Acido galacturdnico
0 2,07 1,84

24 0,00 1,02

48 0,11 0,64

72 0,00 0,79

96 0,00 0,78

Tabela B.2 — Concentragdes de substratos durante o cultivo por Aspergillus awamori.

Tempo de cultivo Concentracéo (g/L)

(h) Glicose Acido galacturdnico
0 2,10 1,89

24 0,00 1,10

48 0,00 1,13

72 0,00 0,00

96 0,00 0,00

Tabela B.3 — Concentragdes de substratos durante o cultivo por Bacillus sp. UFPEDA 472

Tempo de cultivo Concentragao (g/L)
(h) Glicose Acido galacturdnico
0 1,80 2,00
24 0,00 1,65
48 0,00 1,41
72 0,00 1,42

96 0,00 1,46




Tabela B.4 — Concentragdes de substratos durante o cultivo por Streptomyces rochei UFPEDA 3414,

Tempo de cultivo Concentracao (g/L)

(h) Glicose Acido galacturonico
0 2,11 1,84

24 0,00 1,55

48 0,00 0,00

72 0,00 0,00

96 0,00 0,00
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APENDICE C - Tabelas dos resultados daproducéo de enzimas em biorreator de bancada.

Tabela C.1 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrfes do cultivo comTrichoderma reesei
RUT-C30.

Atividades enziméticas (Ul/mL)

Tempo de

cultivo () Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
24 2,09+0,28 0,25+ 0,00 0,00 = 0,00 0,23+0,12
48 4,94 + 0,76 0,22 + 0,08 0,01 +0,00 0,57+0,01
72 4,90+0,12 0,17 + 0,02 0,01 +0,00 0,33+0,01
96 4,47 +0,12 0,08 + 0,02 0,02 £ 0,00 0,40 = 0,06

Tabela C.2 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes do cultivo com Aspergillus awamori.

Tempo de Atividades enzimaticas (Ul/mL)

cultivo (h) Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
24 3,49 + 0,45 0,00 + 0,00 0,02 + 0,00 0,09 + 0,00
48 3,27+0,11 0,32+ 0,02 0,02 £ 0,00 1,84 £ 0,00
72 3,41+0,09 0,33+0,00 0,00 + 0,00 0,90 £0,01
96 3,72+ 0,17 0,38 + 0,09 0,00 + 0,00 0,13+ 0,00

Tabela C.3 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrdes do cultivo com Bacillus sp. UFPEDA

472.

Tempo de Atividades enzimaticas (Ul/mL)

cuttivo () Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
24 1,36+0,43 0,23+0,05 0,00+0,00 0,29+ 0,06
48 2,42+0,09 0,34+0,10 0,01+0,00 0,51+ 0,04
72 3,11+0,16 0,37+0,02 0,02+0,00 0,31+ 0,04
96 2,37+0,09 0,34+0,05 0,02+0,00 0,39+ 0,02




Tabela C.4 — Atividades enzimaticas e seus respectivos desvios padrfes do cultivo com Streptomyces rochei

CA-17

Tempo de Atividades enziméticas (Ul/mL)

cultivo () Xilanase CMCase FPase Pectinase
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
24 1,29 £ 0,37 0,25+0,01 0,00 + 0,00 0,13+ 0,00
48 1,20 £ 0,26 0,25+ 0,04 0,01 +0,00 2,24 +0,07
72 1,10 £ 030 0,23 +0,04 0,00 +0,01 0,64 +0,01
96 1,06 £ 0,40 0,28 £ 0,05 0,00 + 0,00 0,05 + 0,00
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APENDICE D - Tabelas dos resultados das concentracdes de substratos em biorreator de
bancada.

Tabela D.1 — Concentrac¢@es de substratos durante o cultivo por Trichoderma reesei RUT-C30.

Tempo de cultivo Concentracéo (g/L)

(h) Glicose Acido galacturdnico
0 7,29 4,24

24 0,00 3,48

48 0,00 3,37

72 0,00 3,24

96 0,00 3,32

Tabela D.2 — Concentrag¢des de substratos durante o cultivo por Aspergillus awamori.

Tempo de cultivo Concentracao (g/L)

(h) Glicose Acido galacturonico
0 7,54 5,50
24 0,00 5,42
48 0,00 0,74
72 0,00 0,65
96 0,00 0,48

Tabela D.3 — Concentra¢des de substratos durante o cultivo por Bacillus sp. UFPEDA 472

Tempo de cultivo Concentragao (g/L)
(h) Glicose Acido galacturdnico
0 6,97 4,28
24 0,00 4,26
48 0,00 4,19
72 0,00 4,24

96 0,00 4,23




Tabela D.4 — Concentragfes de substratos durante o cultivo por Streptomyces rochei CA-17

Tempo de cultivo Concentracéo (g/L)
() Glicose Acido galacturdnico
0 8,61 3,39
24 0,00 3,29
48 0,00 1,12
72 0,00 0,00

96 0,00 0,00




