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RESUMO
A conversao da celulose em aclcares fermentéveis é realizada por um complexo enzimatico
de celulases capaz de hidrolisar as fracbes de celulose a seus mondmeros de glicose. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de producdo de celulases (endoglucanases e
exoglucanases) por fungos Mucorales isolados a partir de solo do Bioma Caatinga.
Inicialmente, 13 isolados de fungos foram avaliados quanto & capacidade de producgdo de
celulases (CMCase e FPase) utilizando farelo de palha de milho como substrato atraves de
fermentacdo em estado sélido (FES), durante 96 horas de cultivo a 35°C. Foi detectada
atividade enzimatica em todos os isolados, sendo Rhizopus microsporus SIS 04 o isolado que
apresentou maior atividade para ambas as celulases testadas (CMCase: 1,375 U/mL; FPase:
0,105 U/mL). Este isolado foi cultivado nas condicBes de fermentacdo determinadas através
de planejamento fatorial utilizando como varidveis independentes: temperatura e umidade. A
atividade de CMCase em 72 horas de incubacdo aumentou de 1, 375 para 1, 477 U/mL na
temperatura de 38°C e umidade de 100%; e a atividade de FPase, em 72 horas de incubacdo
aumentou de 0, 105 para 0, 118 U/mL, na temperatura de 38°C e umidade de 50%, notando-se
que a temperatura foi a varidvel mais significativa para a atividade dessas celulases. A
caracterizagdo das enzimas produzidas pelo isolado Rhizopus microsporus SIS 04 demonstrou
que o extrato enzimatico com atividade de CMCase apresentou pH 6timo de 6 e temperatura
6tima de 60°C, tendo sua atividade residual acima de 80% nos valores de pH: 4,5,6¢e 7, e
temperatura de 60°C; para atividade de FPase apresentou pH 6timo de 6 e temperatura 6tima
de 50°C, tendo sua atividade residual acima de 80% nos valores de pH: 5 e 6, e temperatura
de 50 e 60°C. Evidenciando assim melhores resultados de atividade enziméatica em

temperaturas elevadas e valores de pH de acido a levemente alcalino.

Palavras-chave: Rhizopus microsporus. Celulases. Farelo de palha de milho.



ABSTRACT

The conversion of cellulose to fermentable sugars is performed by an enzyme complex of
cellulases able to hydrolyze the cellulose fraction their glucose monomers. The aim of this
study was to evaluate the potential for cellulases production (endoglucanases and
exoglucanases) by Mucorales fungi isolated from soil of Caatinga. Initially, thirteen fungal
isolates were evaluated for capacity of cellulase production (CMCase and FPase) using corn
husk bran as substrate in solid state fermentation (SSF) for 96 h incubation at 35°C. It was
detected enzymatic activity in all isolates, but Rhizopus microsporus Sis 04 was the isolate
that showed the highest activity for both tested cellulases (CMCase: 1.375 U/mL; FPase:
0.105 U/mL). This isolate was selected for optimization of fermentation conditions through a
factorial design using as independent variables temperature and humidity. The CMCase
activity at 72 h of incubation increased from 1.375 to 1.477 U/ml at 38°C and humidity of
100%; as well as the activity of FPase at 72 h of incubation increased from 0.105 to 0.118
U/ml, at temperature of 38°C and humidity of 50%, showing that the temperature was the
most significant variable for the activity of these cellulases, where culture conditions were
optimized. The characterization of cellulases produced by R. microsporus Sis 04
demonstrated that the enzymatic extract with CMCase activity showed optimum pH of 6 and
optimum temperature of 60°C, and its residual activity above 80% in pH 4, 5, 6 and 7 and
temperature of 60°C. However, FPase activity showed optimum pH of 6 and optimum
temperature of 50°C, and its residual activity above 80% in pH 5 and 6, and temperature of 50
and 60°C. Thus, it was demonstrated that best results in enzymatic activity were reached at

high temperatures and pH values from acid to slightly alkaline.

Keywords: Rhizopus microsporus. Cellulases. corn husk bran.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento da micobiota do solo, além de fundamental para o levantamento da
ocorréncia e distribuicdo dos fungos que ali se encontram, tem nos levado ao descobrimento
de processos metabdlicos utilizados por estes micro-organismos tornando- se importantes em
aplicacdes biotecnolégicas (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). A atividade fungica
depende do conteudo de matéria orgénica no solo, em geral os fungos que degradam
substancias celuldsicas colonizando as plantas, suas raizes e residuos vegetais,
desempenhando importante fungédo de reciclagem de nutrientes. Em solos de regides de clima
arido e semi-arido a composicéo de espécies de fungos é amplamente variavel, ndo estando
esses organismos distribuidos de maneira uniforme nos solos, mas concentrados em micro-
habitat que contém fontes organicas e condicdes abioticas favoraveis. O isolamento de novos
micro-organismos de ambientes onde se conhece pouco da biodiversidade microbiana, como a
Caatinga nordestina, tem incentivado, nas Gltimas décadas, um aumento nos estudos de
bioprospec¢do microbiana voltada para pesquisas envolvendo o potencial biotecnoldgico
desses organismos (SMRITHI et al., 2013; MONCIARDINI et al., 2014).

A celulose € o principal constituinte da parede celular da maioria das plantas e dentre
as moléculas encontradas naturalmente é o biopolimero mais abundante e renovavel do
mundo e sua hidrdlise por celulases de micro-organismos € total e especifica, cujo produto
final é a glicose. Este fato tem estimulado o uso de processos de fermentacdo pelo homem, a
fim de se obter glicose a partir de celulose (LYNCH et al., 1981; OJUMU, 2003; LIMA et al.,
2013).

A composicdo dos materiais lignocelulésicos varia de acordo com a espécie vegetal,
entretanto a composicdo média consiste em 50% de celulose, 25% de hemicelulose (ambos
sdo carboidratos resultantes da polimerizagdo de acucares) e 25% de lignina (polimero
aromatico produzido a partir de precursores fendlicos, ndo contendo agucares). Processos que
utilizam residuos de origem vegetal como substrato para producéo de enzimas vém sendo alvo
de intensas pesquisas, visto que a celulose corresponde por cerca de metade da composicao da
biomassa vegetal e a degradacdo deste homopolimero libera glicose a ser prontamente
fermentada (VASQUE et al., 2007).

O conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose € denominado
complexo celulase. Esse complexo estd dividido em trés grupos: Endoglucanases (EC
3.2.1.4): iniciam a hidrdlise e promovem uma rapida solubilizacdo do polimero celulésico.

Estas enzimas hidrolisam randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra
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celulésica, liberando oligossacarideos e, consequentemente, novos terminais, sendo um
redutor e um ndo redutor; Exoglucanases: divididas em celobiohidrolases (CBHs) e
glucanohidrolases (GHs). As CBHs (EC 3.2.1.91) sdo responsaveis pela liberacdo de
celobiose (dimero de glicose) a partir de extremidades da celulose. As GHs (EC 3.2.1.91)
possuem estratégias de hidrolise da fibra celulosica de elevada importancia, pois sdo capazes
de liberar glicose diretamente do polimero; B-glicosidases (EC 3.2.1.21): enzimas que tém a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soliveis (com menos de sete unidades
monomeéricas) em glicose (ZHANG et al., 2006; KUMAR et al., 2008; CHANDRA et al.,
2010).

Grande quantidade de materiais celulésicos, gerados a partir de atividades agricolas e
praticas agroindustriais vem se acumulando no ambiente sendo caracterizados como
geradores de poluicdo ambiental (ABU et al., 2000; HOWARD et al., 2004 ). Em contra
partida, esforcos estdo sendo feitos para converter os residuos de celulose em produtos de
interesse biotecnolégico. O uso de celulases microbianas para fins de sacarificacdo da
celulose em glicose tem atraido a atencdo dos pesquisadores pela possibilidade de
bioconversdo de material celulésico em produtos de alto valor econémico (LIU et al., 2013).

O custo do substrato celulésico no processo de sacarificacdo desempenha papel
importante na determinacdo de sua economia. Muita énfase estd sendo dada ao uso de
substratos de baixo custo, sendo os residuos agricolas e agroindustriais alvos de triagem nesse
processo por serem considerados ricas fontes de celulose (HECK et al., 2002). O emprego de
enzimas especificas para degradacdo de biomassa vegetal é muito mais interessante que a
hidrélise &cida mediante ao seu alto custo e risco ao ambiente (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004; GARVEY et al., 2013). Com base nisto, estudos utilizando residuos
agroindustriais vém sendo realizados visando a reducdo do impacto ambiental e o
desenvolvimento de tecnologias que agreguem valor aos subprodutos (LAUFENBERG et al.,
2003; DELABONA et al., 2012).

A fermentacdo em estado solido (FES) é o processo fermentativo que requer a
utilizacdo de matriz solida. Essa matriz solida pode ser a fonte de nutrientes, também
chamada de substrato, ou um suporte impregnado pelos nutrientes adequados ao
desenvolvimento do micro-organismo. A umidade e o tipo de substrato empregado sdo os
fatores mais importantes que influenciam o processo de FES. A selecdo do substrato depende
de varios fatores, relacionados principalmente com o custo e disponibilidade, dessa forma a
selecdo de varios residuos agroindustriais vem sendo envolvida nesse processo (SINGHANIA
et al., 2009).
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Processos biotecnoldgicos como a FES séo alternativas para utilizacdo de residuos
agroindustriais como, palha de arroz (KHAN et al., 2007), farelo de arroz (LATIFIAN et al.,
2007), farelo de aveia (CAMASSOLA; DILLON, 2009), bagaco de cana-de-agucar
(MASSADEH et al., 2001). Utilizado com diferentes micro-organismos, esse bioprocesso
vém sendo uma alternativa para solucionar grande parte dos problemas de polui¢do ambiental
geradas por acumulo de residuos (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003; SINGHANIA et al.,
2009; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). Desta forma, pesquisas que vislumbrem
avaliar o potencial de fungos da ordem Mucorales, os quais estdo inseridos no subfilo
Mucoromycotina do reino Fungi (HIBBETT et al., 2007), em produzir celulases utilizando
residuos agroindustriais como fonte de celulose e aplica-las industrialmente, devem ser
estimuladas. Diante disso, verificou-se a importancia de realizacdo deste estudo, objetivando
detectar a producdo de endoglucanases e exoglucanases por espécies de fungos da ordem
Mucorales por meio de fermentacdo sélida, utilizando farelo de palha de milho como
substrato.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MATERIAL LIGNOCELULOSICO

A biomassa lignoceluldsica é a fonte renovavel mais abundantemente encontrada na
natureza. Essa biomassa é constituida por trés principais componentes poliméricos: lignina,
hemicelulose e celulose, que sdo unidas entre si por ligacdes covalentes e ndo covalentes.
Esses componentes, majoritarios sao responsaveis por 97-99% de toda massa seca desses
materiais (SZENGYEL, 2000; CHU et al., 2012; NUNES et al., 2013).

A celulose apresenta entre 5.000 e 10.000 unidades do monossacarideo D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas (1-4) formando cadeias lineares. Estas cadeias encontram-se
fortemente alinhadas e ligadas entre si, formando uma fita altamente ordenada, cristalina,
relativamente inacessivel ao ataque enzimatico. LigacBes de hidrogénio intra e
intermoleculares sdo formadas entre suas longas cadeias de celulose originando microfibrilas
cristalinas insolGveis em agua. Como resultado, a celulose é muito resistente, muito estavel e
de dificil degradacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A lignina ¢ uma macromolécula ramificada e amorfa, sua estrutura é bastante
heterogénea formando uma rede de anéis aromaticos unidos principalmente por ligac6es
alquil-aril- éter. A lignina se encontra fortemente ligada a hemicelulose e as fibras de
celulose, aumentando a resisténcia da estrutura e a recalcitrancia a conversdo por agentes
quimicos e microbianos. (WHETTEN; SEDEROFF, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2004).

A hemicelulose atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina. Formada por
uma mistura de polissacarideos ramificados de baixa massa molecular (xilose e arabinose,
contém também glicose, manose e galactose), e estas caracteristicas resultam em materiais
flexiveis e mais facilmente hidrolisaveis, porém altamente resistentes a espécies quimicas
(TAIZ; ZEIGER, 2004; CASTRO, 2006).

2.1.1 Estrutura da Celulose

A parede celular dos vegetais € constituida predominantemente por um organizado e
complexo arranjo de polissacarideos de elevada massa molecular, constituidos por celulose,
hemicelulose e pectina, além da lignina. A parede celular é responsavel por conectar as
células e formacéo dos tecidos, promover a sinalizacdo celular, além de proporcionar forma,
rigidez e protecdo as células vegetais. A composicdo desses elementos estruturais na parede

celular pode variar entre as espécies vegetais, entretanto a celulose destaca-se como o
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principal polissacarideo, sendo considerado o biopolimero mais abundante na natureza
(LODISH, 2008; SANCHEZ, 2009; ZHENG, et al., 2014).

A celulose é formada por cadeias lineares de unidades de D-glicose (grau de
polimerizacdo: 2000 a 15000 residuos) unidas covalentemente entre si por ligacdes do tipo
B-(1— 4). A unidade repetitiva da celulose ¢ formada pelo dissacarideo celobiose. O final da
cadeia com o residuo de glicose com o carbono anomérico ndo ligado a outro residuo de
glicose é chamado extremidade redutora do polimero, ja a extremidade oposta é chamada de
ndo-redutora (Figura 1) (SANDGREN et al., 2005; PARK et al., 2010; ZHENG, et al., 2014).

Figura 1 - Estrutura quimica da cadeia de celulose.
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Fonte: SANDGREN et al., 2005.

Apds a sintese, dezenas de cadeias de celulose sdo organizadas paralelamente
formando uma estrutura fibrilar cristalina, estabilizadas por ligacBes de hidrogénio intra e
intermolecular além de interacGes hidrofébicas e forcas Van de Waals. Em particular, a
grande densidade de interacGes intermoleculares é proporcionada pelas ligaces de hidrogénio
que contribuem significativamente para a rigidez e cristalizacdo do polimero (figura 2)
(COSGROVE, 2005; SHEN; GNANAKARAN, 2009).

Figura 2 - Representacdo das ligac@es de hidrogénio intra e intermoleculares do polimero de celulose.
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Fonte: SHEN; GNANAKARAN, 2009.
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O grau de cristalinidade das fibrilas de celulose é bastante variavel entre tecidos e
espécies vegetais. Regides critalinas das microfibrilas sdo entremeadas por regifes menos
organizadas molecularmente, sendo denominadas de regides amorfas (Figura 3). Devido a
algumas propriedades fisicas da celulose, tais como grau de polimerizacdo, acessibilidade e
cristalinidade, muitas vezes faz-se necessario uma etapa de pré- tratamento da biomassa ou
residuo lignocelulésico a fim de aumentar o rendimento das reacdes de hidrolise enzimatica
da celulose (BEGUIN; AUBERT, 1994; SANCHEZ, 2009; ALVIRA et al., 2010).

Figura 3 - Representacdo esquematica da fibra de celulose.
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Fonte: KLEMM, 2005.

2.2 ENZIMAS CELULOLITICAS

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos muito potentes e eficazes quando comparadas
com catalisadores quimicos. Uma das caracteristicas notaveis das enzimas €é a alta
especificidade pelo substrato e em promover somente uma rea¢do bioquimica com seu
substrato. Como catalisadores, as enzimas atuam em pequenas quantidades e podem ser
recuperadas dependendo das condi¢Oes de tratamento utilizados (SANTOS, 2012). A
biotecnologia enzimatica é um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias
para a sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos industriais biocatalisados
apresentam menor impacto ambiental e possibilitam menor consumo energeético, uma vez que
as enzimas sdo biodegradaveis e sendo altamente especificas minimizam os efeitos
indesejaveis (ROCHA, 2010).

As celulases pertencem a classe de hidrolases, que sdo enzimas que constituem um
complexo capaz de atuar sobre os materiais celulosicos promovendo sua total hidrolise. Estas
enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de
acucares, dos quais a glicose é o que desperta maior interesse industrial, devido a
possibilidade em ser convertida em etanol (CASTRO; PEREIRA, 2010).
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As celulases s&o divididas em trés grupos, de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celul6sico, sendo assim classificadas em: a) Endoglucanases (EGases), que clivam
ligacOes internas da fibra celuldsica; b) Exoglucanases (ExGases), que atuam na regido
externa da celulose; e c) B- glicosidases (BGases), que hidrolisam oligossacarideos soluveis a
glicose. As enzimas do complexo celulasico atuam em conjunto e apresentam um rendimento
melhor do que a soma dos rendimentos individuais. Tal efeito & conhecido como sinergia. Os
processos de hidrolise acontecem simultaneamente. A hidrélise priméaria que ocorre na
superficie de substratos sélidos, libera agicares sollveis com grau de polimerizacao até 6. A
etapa de despolimerizacdo realizada por EGases e ExGases € 0 passo limitante para todo o
processo de hidrdlise da celulose. A hidrolise secundaria envolve a hidrdlise de celobiose em
glicose pelas B-glicosidases, embora algumas B-glicosidases também hidrolisem celodextrinas
(LYND et al., 2002; ZHANG; LYND, 2004; MAEDA et al., 2013; NARRA et al., 2014).

2.2.1 Endoglucanases

As endoglucanases (EGases) sdo responsaveis por iniciar a hidrolise dos polimeros de
celulose. Tais enzimas hidrolisam randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da
fibra celuldsica, clivando ligagdes [B-1,4 na regido central da molécula e liberando
oligossacarideos e acucares, formando assim novos terminais, sendo um redutor e um ndo
redutor. As EGases sdo responsaveis pela rapida solubilizacdo do polimero celulésico
(reducdo do grau de polimerizacdo), devido a sua fragmentacdo em oligossacarideos em
diversos graus de polimerizacdo (LYND et al., 2002; DIENES et al., 2004). A
carboximetilcelulose (CMC) é utilizada como substrato preferencial para determinar a
atividade dessas enzimas, devido ao seu alto grau de polimerizagdo e baixa cristalinidade
(ZHANG et al., 2006; MAEDA et al., 2013; NARRA et al., 2014).

2.2.2 Exoglucanases

As exoglucanases (ExGases) séo representadas pelas celobiohidrolases (CBHS) e pelas
glucanohidrolases (GHs). As GHs séo pouco reportadas, mas possui estratégia de hidrélise da
fibra celulésica de elevada importancia, pois é capaz de liberar glicose diretamente do
polimero. As ExGases atuam nas extremidades dos polimeros de celulose microcristalina,
liberando unidades de celobiose (LYND et al., 2002). As CBHs participam da hidrolise
priméaria da fibra e sdo responsaveis por um fenémeno ainda ndo tdo bem elucidado, a

amorfogénese. Porém sabe-se que esse fenbmeno envolve uma ruptura fisica do substrato,
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acarretando na desestratificacdo das fibras, pelo aumento das regiGes intersticiais,
promovendo aumento na taxa de hidrolise da celulose, por tornar as regides cristalinas mais
expostas as celulases (ZHANG; LYND, 2004). As CBHs ainda podem ser divididas em dois
tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores (R), enquanto que a do tipo
I1 (CBH 1) hidrolisa terminais ndo redutores (NR). Essas enzimas geralmente sofrem inibigéo
pelo seu produto de hidrélise, a celobiose (ZHANG et al., 2006; NARRA et al., 2014).

2.2.3 B-glicosidases

As enzimas B-glicosidases, conhecidas também como celobiases, possuem propriedade
de hidrolisar celobioses e alguns oligossacarideos solveis em glicose. As celobiases sdo
responsaveis pelo aumento do rendimento total dos agUcares fermentesciveis, pois reduzem a
inibicdo das endoglucanases e exoglucanases pela presenca deste dimero (LYND et al., 2002;
LYND; ZANG, 2002). Assim como as celobiohidrolases, também sdo reportadas por
sofrerem inibicdo por seu produto de hidrélise (WILSON, 2008). A Figura 4 ilustra a acdo

sinérgica entre exoglucanases, endoglucanases e B-glicosidase na hidrolise da fibra celulésica.

Figura 4 - Modo de agdo das enzimas do complexo celulolitico.
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Fonte: CASTRO, 2010.

2.2.4 Importancia econémica das celulases

As celulases possuem um grande potencial biotecnolégico, podendo ser empregadas
nas industrias alimenticias, de racdes animais, téxtil e de detergentes, na reciclagem de papel,

além da possibilidade de aplicacdo na sacarificacdo de residuos agroindustriais para a
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producdo de etanol. Outro grande potencial biotecnoldgico das celulases consiste no processo
de reciclagem de papel, onde conseguem remover, com eficacia, particulas de tinta aderidas a
superficie das fibras e favorecendo a brancura do papel (BHAT et al., 2000; SINGHANIA et
al., 2010; YOON et al., 2014).

A sacarificacdo de residuos lignoceluldsicos por celulases, com a posterior producdo
de etanol de segunda geracdo, também chamado de etanol celul6sico, representa uma busca
incessante por pesquisadores de varios paises do mundo, no sentido de encontrar novas fontes
alternativas aos combustiveis fésseis. A utilizacdo ou reutilizacdo da biomassa vegetal, além
de reduzir a emissdo de CO? na atmosfera, agrega valor & matéria e contribui para reduzir o
impacto ambiental ocasionado pelo acumulo de residuos lignoceluldsicos, gerados
anualmente (PANDEY et al., 2000; LIN; TANAKA, 2006). A conversdo da celulose a etanol
compreende as etapas de sacarificacdo e fermentacdo dos agucares liberados. Na sacarificacao
ocorre a hidrélise dos polissacarideos que pode ser por via acida ou enzimatica e
posteriormente os agUcares liberados sdo fermentados por leveduras. A hidrdlise acida é bem
conhecida, porém apresenta muitas desvantagens, como a geracdo de inibidores da
fermentacdo por leveduras e a dificil recuperacdo dos acUcares liberados. A hidrdlise
enzimatica é o método mais eficiente e que ndo gera inibidores, sendo que seu processo esta
em pleno desenvolvimento e pode contribuir na utilizacdo da biomassa (SANTOS, et al.,
2012). O uso da biotecnologia para converter celulose em etanol fornece oportunidades para
as empresas na darea de desenvolvimento de enzimas, principalmente celulases e
hemicelulases (GOLDBECK et al., 2013).

O mercado internacional de enzimas industriais e especiais € estimado em U$S 4
bilhdes. O mercado externo brasileiro desses biocatalisadores é estimado em cerca U$S 200
milhdes (ANDREUS et al., 2014). As enzimas de uso industrial ocupam 60% do mercado
mundial. Entre as mais utilizadas, se destacam as amilases (25,4%), celulases (17,1%) e
lipases (7,2%). A América representa 3,4% da demanda mundial de enzimas, sendo o Brasil o
pais mais expressivo deste conjunto, responsavel por 60% do consumo de enzimas no
continente  (MONTEIRO; SILVA, 2009). O mercado industrial de enzimas cresce
continuamente devido ao desenvolvimento de novas tecnologias, ndo apenas por seu papel
crucial nos mecanismos celulares, mas também por seu potencial de aplicacdo na substituicao
de processos quimicos convencionais (ORLANDELLL, et al., 2012; REINEHR et al., 2014).
O mercado mundial de enzimas deve chegar a 7,652 bilhdes de ddlares em 2020, de acordo
com um novo estudo da Grand View Research, Inc. (PRWEB, 2014).
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Dentre as enzimas de interesse comercial encontram-se as celulases e hemicelulases
devido as suas diversas aplicacdes em varios segmentos industriais. A producdo de celulases é
uma importante area de pesquisa e no mercado industrial, ocupa a terceira posi¢éo no ranking
mundial, representando 20% do volume total de enzimas comercializadas. A forte demanda
da celulase ¢ atribuida as suas principais aplicacdes na inddstria de papel e celulose, téxtil,
alimentos e bebidas, industria de detergentes e racdo animal. Esta demanda tende a ser
fortemente impulsionada caso o etanol obtido da biomassa lignocelulésica se torne o principal
combustivel utilizado (SINGHANIA et al., 2010; YOON et al., 2014).

O alto custo de producdo de enzimas e sua aplicacdo em grande volume nos processos
industriais constituem-se como maior obstaculo. Nesse sentido, investimento em pesquisas
tem sido realizado avaliando a biomassa lignocelulésica, a cepa microbiana utilizada, as
condicdes de cultivo para a bioprospeccdo de enzimas, como uma estratégia viavel para a

obtencg&o de produtos de alto valor agregado a um baixo custo (REINEHR et al., 2014).

2.3 FUNGOS DO SOLO SEMI-ARIDO

A regido conhecida como semi-arido brasileiro compreende uma &rea de 857.999,3
km? cobrindo aproximadamente 8% do territério nacional, abrangendo o norte de Minas
Gerais e quase todos os estados do Nordeste, exceto o Maranhdo (SUDENE, 1997). Nessa
regido o aspecto fitofisiondbmico predominante é a Caatinga. A formacdo vegetal denominada
Caatinga, bioma unico no mundo, ¢ um mosaico de florestas secas e vegetacao arbustiva, com
enclaves de florestas umidas e de cerrados (TABARELLI; SILVA 2003). E o principal bioma
da regido Nordeste brasileira, ocupando cerca de 844.453 km? ou 54,53% da area da regi&o
(IBGE, 2005).

O clima semi-arido submete essa biota a condi¢fes climéaticas extremas, como altas
temperaturas médias anuais (26-28°C) e baixas precipitacdes (300-1000mm/ano), que sé&o
irregulares e concentradas em 3 a 6 meses por ano (PRADO, 2003; LEAL et al., 2005;
COSTA et al., 2014). O conhecimento da micobiota do solo, além de fundamental para o
levantamento taxonémico das populacGes que ali se encontram, pode levar ao descobrimento
de processos metabolicos utilizados por estes micro-organismos que poderdo ser importantes
para as interagdes ambientais e em aplicacbes biotecnoldgicas (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO 2004; SMRITHI et al., 2013; MONCIARDINI et al., 2014).

A regido da Caatinga pernambucana € parte da diversidade biologica ainda pouco

explorada no Brasil e, devido a caracteristicas ambientais proprias, apresentam fungos
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resistentes a condi¢des extremas. Em consequéncia, de situacOes de estresse, muitos desses
fungos respondem com o aumento da producdo de enzimas com elevado potencial
biotecnologico (SENA et al., 2006). No semi-arido, de acordo com parametros da
Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE), o material examinado em
referéncias bibliograficas sobre fungos depositados em herbarios e cole¢des de cultura de
diversas instituicbes do Nordeste verifica-se que o nimero de fungos conhecidos para o semi-
arido é extremamente baixo, quando comparado com o numero total de espécies conhecidas
para o mundo (QUEIROZ, 2006).

2.4 MICRO-ORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

Micro-organismos celuloliticos apresentam estratégias diferentes para realizarem a
hidrélise da celulose, sendo importante a escolha do tipo de celulose que sera adicionada ao
meio de cultura, celulose insoltvel (papel de filtro ou celulose microcristalina-Avicel) ou
soltvel (carboximetilcelulose - CMC). O papel de filtro, utilizado para determinacdo de
FPase, é composto em sua maior parte de celulose microcristalina e em menor parte de
celulose amorfa, essa celulose microcristalina € o mesmo tipo de celulose encontrado na
celulose microcristalina —Avicel (MCDONALD, et al., 2012).

Dentre um grande nimero de micro-organismos ndo patogénicos capazes de produzir
enzimas Uteis, os fungos filamentosos se destacam devido a sua maior facilidade de cultivo e
extracdo enzimatica, pois secretam suas enzimas diretamente no meio em que se encontram,
ndo necessitando de ruptura celular para sua liberacdo. Adicionalmente, apresentam elevados
niveis de producdo enzimatica, com grande potencial para diversas aplicagfes, sendo 0s mais
utilizados em processos industriais (SINGH et al., 2009). Suas propriedades fisioldgicas,
enzimologicas e bioquimicas permitem seu crescimento em substratos sélidos e a
bioconversdo dos mesmos, aumentando assim a capacidade de hidrolise por estes micro-
organismos em diversos processos biotecnolgicos (GUIMARAES et al., 2006, KUMAR et
al., 2008).

Os micro-organismos sdo fontes preferenciais de producdo de celulases, devido a
ampla diversidade bioquimica e facilidade de manipulacdo genética. Entre eles, os melhores
produtores das citadas enzimas sdo os fungos filamentosos em virtude de sua estrutura
filamentosa e do seu grande potencial secretor, permitindo eficiéncia na obtencdo de
preparados enzimaticos com elevado poder de hidrélise. O conhecimento de novas linhagens

com boa producao enzimatica é de grande interesse biotecnoldgico, ndo apenas para obtencao
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de biocatalisadores que apresentem caracteristicas adequadas aos processos industriais aos
quais se destinam, mas também para o conhecimento e exploracdo da biodiversidade
microbiana existente (COLEN, 2006; YEOMAN et al., 2010).

2.4.1 Fungos da ordem Mucorales

Dentro do subfilo Mucoromycotina, encontram-se a ordem Mucorales, cujos
representantes sdo predominantemente saprobios, presentes em muitos substratos como o
solo, mas também ha parasitas de plantas, fungos e animais. S&o geralmente caracterizados
pelo abundante micélio ndo septado e de réapido crescimento, apresentando parede celular
composta por quitina e quitosana e com hifas hialinas cenociticas, portando septos que
delimitam estruturas reprodutivas (ex: esporangios) e, em algumas outras partes, quando o
micélio envelhece (SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2008).

Reproduzem-se assexuadamente por meio de esporos (esporangiosporos) produzidos
em mesoesporangios ou esporangios multi-esporulados, sendo estes Gltimos, caracterizados
pela inclusdo de uma columela de forma e tamanho variado. No entanto, também se
reproduzem sexuadamente através da formacdo de zig6sporos, esporos que apresentam parede
espessa e escura, com ou sem ornamentagdes, sendo formados no interior do zigosporangio
apos fusdo de dois gametangios iguais ou desiguais formados no apice de hifas sob a
influéncia de substancias volateis (derivados do B-caroteno) que proporcionam a atracdo de
hifas compativeis (HOFFMAN et al., 2013; SANTIAGO et al., 2013).

A classificacdo taxondmica de Mucorales, bem como de fungos no geral esta longe de
ser totalmente resolvida devido a descoberta de novos taxons. Com o advento da biologia
molecular, toda a classificacdo bioldgica esta passando por processo de revisao (HIBBETT et
al., 2007). Dadas suas propriedades estruturais e fisiologicas, os fungos da ordem Mucorales
recebem mudltiplas aplicacdes em biotecnologia. Muitas espécies dessa ordem sdo eficientes
em produzir enzimas e acidos organicos de interesse industrial (SANTIAGO; SOUZA-
MOTTA, 2006, NEVES et al., 2012). Em um contexto ecoldgico, os fungos Mucorales
participam principalmente da decomposicdo dos acUcares simples na fase inicial de
degradacdo da matéria organica e contribuindo para a manutencdo da fertilidade do solo
(TRUFEM, 1998). Eles sdo considerados os Unicos representantes verdadeiramente saprobios,
de maneira que a maioria pode degradar amido além de proteinas e lipidios, embora algumas
espécies sejam celuloliticas ou quitinoliticas (CARLILE; WATKINSON, 1996; MICHELIN,
2005).
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2.5 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Nos ultimos anos, ha um interesse crescente no uso eficiente de diversos residuos
agroindustriais. Varios bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando estes residuos como
substratos para a producdo de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como
proteinas microbianas, &cidos organicos, etanol, enzimas e metabolitos secundarios
biologicamente ativos (SANCHES, 2009). O uso de residuos agricolas como substratos em
bioprocessos, além de ser economicamente viavel, pode ajudar a resolver os problemas
ambientais decorrentes do seu acumulo na natureza (ALVIRA et al., 2010). Apesar de 0
processo enzimatico de hidrolise ser considerado de grande potencialidade na biotecnologia,
este enfrenta varios gargalos tecnoldgicos, sendo o custo de produ¢do um dos pontos mais
avaliados. Dentre as alternativas existentes a fim de diminuir estes custos, estd o emprego de
residuos agroindustriais como substratos alternativos, estes geralmente descartados pela
industria, o qual se mostra uma fonte riquissima de substratos para aplicacdo neste processo
(MURUGAN et al., 2011). Um fator que também pode interferir na quantidade de enzimas
produzidas é a caracteristica especifica de cada residuo utilizado (PINTO et al., 2005). A
constituicdo quimica parcial de alguns residuos pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo quimica parcial de alguns residuos lignocelul6sicos.

Residuo Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Bagaco de cana 46 26 21
Farelo de trigo 34 18 9
Palha de arroz 43 22 17

Farelo de cevada 23 32 24
Palha de arroz 33 31 20
Palha de milho 37 22 17

Fonte: PINTO et al., 2005.

S&o produzidas anualmente no mundo cerca de 6,0 bilhdes de toneladas de
lignocelulose na forma de residuos agroindustriais (FAOSTAT, 2010). Nesse contexto, a
utilizacdo de residuos celuldsicos como fonte de carboidratos para a producdo de moléculas
de interesse vem sendo amplamente discutida, por apresentar um potencial privilegiado para a

producdo de insumos de alto valor agregado. Com este objetivo, a rota enzimatica tem se
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apresentado como uma tecnologia vantajosa visando a adequada e eficiente bioconversdo da
lignocelulose em seus componentes. O bioetanol derivado da biomassa lignocelulésica pode
contribuir para a solucdo da dependéncia mundial pelas fontes de energia fossil. Neste
sentido, os biocombustiveis de 2* geracdo se mostram como alternativas energéticas
promissoras, pois utilizam fontes renovaveis como matéria prima sem a competicéo pelo uso
da terra com fins alimentares. No Brasil, apesar da grande producdo do etanol a partir da
sacarose de cana-de-aglcar, a producdo de etanol derivado do material lignoceluldsico se
apresenta como uma alternativa viavel e sustentavel em contextos de iminente crise energeética
(ALVIRA et al., 2010; CARDONA et al., 2010).

2.6 FERMENTACOES EM ESTADO SOLIDO (FES)

A Fermentacdo em Estado Solido (FES) pode ser definida como o crescimento de micro-
organismos em materiais ou substratos sélidos na auséncia de agua livre. O substrato
escolhido para fermentacdo deve, no entanto conter uma umidade suficiente para suportar o
crescimento e metabolismo microbiano, na forma adsorvida na matriz sélida. A matriz sélida
pode ser constituida de um substrato Umido ou de um suporte inerte como capacidade de
absorver os nutrientes que se encontram em solugdo. Os niveis de umidade relativa estdo
estritamente relacionados com o tipo de substrato ou suporte utilizado, bem como sua
capacidade méaxima de retencdo de agua. (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003;
RAHARDJO et al., 2005; CASTRO et al., 2011).

O uso da FES vem tornando-se vantajoso no que se refere ao crescimento de fungos
filamentosos, pois se assemelha melhor ao habitat natural destes micro-organismos. Tal
vantagem também se estende a producdo enzimatica, onde proporciona uma maior producao
qguando comparada ao processo de fermentagdo submersa. Na FES, as enzimas flngicas sdo
produzidas diretamente sob o substrato insolivel em &gua ou suporte inerte, na presencga de
guantidades variaveis de agua. Além disso, as enzimas produzidas pela FES sdo menos
susceptiveis a problemas de inibigdo por substrato, possuindo ainda uma maior estabilidade a
variacoes de temperatura e pH (HOLKER et al., 2005; ROCHA, 2010; ZHANG et al., 2013).

A escolha de um substrato adequado para FES depende de uma série de fatores que
incluem o custo e a viabilidade do seu uso. Nos ultimos anos, tem havido crescente interesse
no uso eficiente de diversos residuos agroindustriais como substrato para processos de FES.
Do ponto de vista ambiental, essa pratica torna-se vantajosa, visto que a biomassa, na sua

forma de residuos da agricultura e residuos florestais, é gerada em muitas toneladas
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anualmente, o que pode ocasionar problemas ambientais devido ao acimulo na natureza
(PANDEY et al., 2000; PANDEY, 2003; MACIEL, 2006; COLLA et al., 2010).

A falta de aplicacdo pratica deixa de agregar valor a estes residuos, que poderiam
gerar lucros para 0os mais diversos setores industriais, visto a possivel utilizacdo em FES.
Varios bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando estes residuos como substratos para a
producdo de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como: proteinas microbianas,
acidos organicos e enzimas. Sendo assim, a FES tornou-se um processo adequado para a
utilizacdo de residuos agroindustriais (bagaco de cana de acucar, farelo de trigo, milho entre
outros) como substrato, servindo como fontes de carbono e energia. Sendo assim, 0s materiais
lignoceluldsicos podem ser utilizados como substratos na producéo de enzimas celuloliticas
(IANDOLO etal., 2011; DHILLON et al., 2012).

Tendo em vista que o crescimento de fungos filamentosos produtores de celulases
ocorre naturalmente em condicGes similares a FES, a producéo de celulases utilizando esse
processo esta rapidamente atraindo interesse por ser uma tecnologia com custo eficaz e pelo
uso de micro-organismos, especialmente fungos filamentosos que produzem relativamente
altas concentracdes de celulases devido as condicbes da fermentacdo que mostram
similaridade com o meio-ambiente natural (SINGHANIA et al., 2010).

O uso de residuos agroindustriais como substrato alternativo para a producdo de
enzimas celuloliticas por FES, pode se tornar um método competitivo para a producéo destas
enzimas, com uso de tecnologia apropriada, melhora no modelo dos biorreatores e dominio
dos controles operacionais (SINGHANIA et al., 2009; FARINAS et al., 2010). Essa é uma
etapa fundamental para o desenvolvimento de biorreatores em escala industrial, uma vez que
a FES, apesar dos elevados rendimentos para a producdo de enzimas, apresenta como
principal fator limitante a dificuldade de controle nos gradientes das variaveis operacionais
inerentes ao processo. A FES para a producgédo de enzimas industriais pode ser considerada
como uma tecnologia futura para a producdo comercial de celulases, considerando o baixo
custo de entrada e a habilidade para utilizar naturalmente fontes disponiveis de celulose como
substrato (IANDOLO et al., 2011; BHUNIA et al., 2012).
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2.7 OBJETIVOS

2.7.1 Objetivo Geral

Analisar a producdo de endoglucanases e exoglucanases por espécies de fungos da
ordem Mucorales por meio de fermentacdo solida utilizando farelo de palha de milho como

substrato.

2.7.2 Objetivos Especificos

1. Detectar e quantificar a atividade enzimética de endoglucanases (CMCase) e celulases
totais (FPase) produzidas através de fermentacdo sélida utilizando farelo de palha de
milho por 13 espécies de Mucorales isoladas de solo;

2. Selecionar amostra com melhor perfil de producdo para as enzimas;

3. Definir a melhor condicdo de cultivo para producdo de CMCases e FPases pelo
isolado promissor atraves de um planejamento experimental;

4. Determinar o pH 6timo e temperatura 6tima para atividade CMCase e FPase no
extrato enzimatico do isolado promissor;

5. Analisar a estabilidade do extrato enzimatico em diferentes faixas de pH e

temperatura.
3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 MATERIAL

Para avaliacdo da producdo enzimatica foram utilizadas treze amostras de fungos da
ordem Mucorales (Tabela 2), todas isoladas de solo do semiarido pernambucano e depositadas
no Banco de Cultura do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia -
NPCIAMB da Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP. Os isolados foram
preservados sob 6leo mineral, sendo reativados atraves da transferéncia de fragmentos de
micélio para caldo Sabouraud e mantidos a 28°C + 2°C. Ap0s observacao de crescimento em
caldo foram feitos repiques em meio Agar Sabouraud para verificacdo da viabilidade e

pureza.
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O farelo da palha de milho foi obtido em casa de racdo, posteriormente seco em estufa
de secagem e esterilizacdo a 70 °C por 24 horas, peneirado na granulométrica aproximada de
1,2 mm (20 mesh).

Tabela 2 - Amostras de Mucorales selecionadas para avaliacdo da producédo de celulases.

Identificacdo Isolados
SIS 01 Fenellomyces heterothallicus
SIS 03 Rhizopus arrhizus
SIS 04 Rhizopus microsporus
SIS 07 Cunninghamella echinulata
SIS 08 Rhizopus stolonifer
SIS 09 Absidia cylindrospora
SIS 10 Syncephalastrum racemosum
SIS 11 Cunninghamella phaeospora
SIS 12 Rhizopus microsporus
SIS 13 Lichtheimia blakesleeana
SIS 14 Cunninghamella elegans
SIS 15 Mucor subtilissimus
SIS 16 Mucor hiemalis

Fonte: Propria, 2016.

3.2 PREPARACAO DO INOCULO

As culturas esporuladas em BDA (Potato Dextrose Agar) foram suspensas em solucéo
de Tween 80 a 0,01% e submetidas a contagem do nimero de esporos em suspensdo,
utilizando camara de Neubauer dupla espelhada e microscopio binocular BIOVAL L1000. O
indculo foi padronizado em 107 esporos/mL.

3.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As fermentagOes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10g de
farelo de palha de milho previamente autoclavado em vapor fluente, adicionado com 1 ml de
suspensdo contendo 107 de esporos. Foram adicionados volumes de 4gua destilada esterilizada
até a obtencdo de um teor de umidade desejada (entre 90 a 100%). Os cultivos foram

realizados em triplicata e conduzidos a 35°C em estufa bacterioldgica, durante 96 horas.
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3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

Foram realizadas suspensdes nos frascos Erlenmeyer com os substratos fermentados
adicionando 50 ml de solucdo tampdo de citrato de s6dio com o pH 4,8 a 50 mM e
posteriormente feita a extracao por filtracdo dos extratos enzimaticos obtidos. Em seguida 0s
extratos foram centrifugados a 1000 rpm por 10 minutos. Apo6s centrifugacdo os
sobrenadantes foram colocados cuidadosamente em tubos de vidro com capacidade de 15 mL
e armazenados em freezer vertical a -4°C. Posteriormente 0s sobrenadantes/extratos foram

utilizados para a determinacéo das atividades enzimaticas.
3.5 ANALISE DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
3.5.1 Atividade de Carboximetilcelulase (CMCase)

Para determinar a atividade de CMCase, de acordo com a metodologia adaptada de
GHOSE (1987), que representa a dosagem de endoglucanases, foi realizado a dosagem de
acucares redutores produzidos pela degradacdo de carboximetilcelulose (CMC) a 2% p/v
diluido previamente na solucéo citrato de sddio com o pH 4,8 a 50 mM. Os ensaios reacionais
foram conduzidos adicionando em tubo de ensaio 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,5 mL de
CMC a 2% p/v. Em outro tubo foi adicionado 0,5 mL de solucdo tampé&o e 0,5 mL de extrato
enzimatico comparado ao controle da reacdo. O branco conteve 0,5 mL CMC a 2% e 0,5 mL
de solugdo tampéo. As amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C por 10 minutos, e a
reacdo foi interrompida com a adicdo de 0,5 mL do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNSA) segundo metodologia de MILLER (1959) para quantificacdo de aclcar redutor. Os
tubos foram submergidos a dgua fervente por 5 minutos, logo ap6s foram adicionados 6,5 mL
de agua destilada para posterior medicdo de absorbancia a 540 nm realizada em
espectrofotdmetro. Todas as medicdes foram realizadas em triplicata.

3.5.2 Atividade em papel de filtro (FPase)

A atividade de FPase ou atividade em papel de filtro, que abrange uma mistura de
exoglucanases e endoglucanases, foi determinada de acordo com a metodologia adaptada de
GHOSE (1987) a partir da degradacdo de uma tira de papel de filtro Whatman n°® 1 medindo
1,0 cm x 6,0 cm (cerca de 50 mg). Os ensaios reacionais foram conduzidos adicionando em
tubo de ensaio 1,0 mL de solucdo tampéo de citrato de sédio com o pH 4,8 a 50mM, 0,5 mL

de extrato enzimatico e uma tira de papel filtro. Em outro tubo foi adicionando 1 mL da
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mesma solugdo tampéo e 0,5 mL de extrato enzimatico, comparado ao controle da reagdo. Em
um terceiro tubo foi adicionado 1,5 mL de solugio tamp&o e uma tira de papel filtro, este foi
comparado ao branco. As amostras foram incubadas em estufa a 50°C por 60 minutos e a
reacao foi interrompida com a adicdo de 3 mL de DNSA (MILLER, 1959). Os tubos foram
alocados em agua fervente por 5 minutos, logo ap6s foram adicionados 16 mL de &gua
destilada para posterior medicdo de absorbancia a 540 nm realizada em espectrofotdmetro.

Todas as medicdes foram realizadas em triplicata.

3.5.3 Determinacdo de acUcares redutores e curva de calibracao

O método do DNSA (acido 3,5-dinitrossalicilico) para determinacdo de agUcares
redutores, segundo metodologia adaptada de MILLER (1959), foi previamente padronizado
por uma curva de calibracdo. A curva padréo foi feita a partir da determinacéo de glicose nas
concentragdes de 0,2 a 1,0 g/L, com intervalos de 0,2 g/L. A absorbancia foi medida no
espectrofotdbmetro a 540 nm. Os valores de absorbancia das amostras foram convertidos a
valores de concentracdo de glicose (umol.ml-1) mediante interpolacdo na curva padrdo. Apés
as determinacGes analiticas anteriores, as concentracdes enzimaticas foram calculadas

segundo a equacéo (1):

[enzima] = [AR] X Vimistura X (treacio) " (Eq. 1)
Onde:

[AR] = concentracdo de agucar produzido (umol.ml-1)

V = volume da mistura reacional (mL)

treacio = tempo de reacéo enzimatica (min)

Sendo assim, a unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de agUcares redutores, por minuto a 50 °C, onde a atividade

enzimatica foi expressa em U por mL de substrato (U/mL).

3.5.4 Anadlise estatistica

Para comparar os resultados de atividade enzimatica dos isolados de Mucorales quanto
a producdo de CMCase e FPase, os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando
Statistica 7,0 software. As medias entre tratamentos foram comparadas pelo teste t de Tukey a
5% de probabilidade.
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3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um delineamento experimental para determinar as condi¢des de FES para
melhor atividade de CMCase e FPase. Os experimentos estatisticos e as analises foram
realizados utilizando o software Statistica 7.1 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA). Utilizou-se para 0s

delineamentos o isolado mais promissor na determinacéo das atividades de CMCase e FPase.

3.6.1 Selecdo das condicbes de FES

Um planejamento fatorial completo 2%, resultando em 8 experimentos, incluindo 4
pontos centrais, foi utilizado para determinar o efeito das variaveis independentes: umidade e
temperatura de incubacdo, sob a variavel dependente ou resposta: atividade enzimética de
CMCase e FPase. Na Tabela 3 esta representada a matriz do planejamento fatorial. A selecdo
das condicBes 6timas de FES, utilizando farelo de palha de milho, para atividade de celulases
foi realizada com o isolado que apresentou os maiores resultados para atividade enzimatica de

CMCase e FPase, variando-se o tempo de fermentagdo (24 a 96 horas).

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 com 4 pontos centrais e 4 pontos axiais.

Ensaios Variéveis
Umidade Temperatura
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0

Nivel (+1): Umidade 100%, Temperatura 38°C; Ponto central (0): Umidade 75%, Temperatura 27°C; Nivel (-1):
Umidade 50%, Temperatura 16°C. Fonte: Prdpria, 2016.

3.7 DETERMINACAO DO PH OTIMO E TEMPERATURA OTIMA DE REACAO

Os extratos enzimaticos obtidos do isolado promissor nas melhores condicbes de

fermentacdo foi caracterizado quanto pH 6timo e temperatura 6tima para atividade de
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CMCase e FPase. O perfil de pH para atividade enzimética foi analisado em ensaios com
solugdes tampdes com diferentes valores de pH (3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9) a 50°C. O perfil de
temperatura para atividade enzimatica foi analisado em ensaios com diferentes temperaturas
(8, 25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C) no pH dtimo encontrado para cada atividade.

3.8 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE EM DIFERENTES VALORES DE PH

A estabilidade enzimatica frente a diferentes valores de pH foi avaliada através da
incubacdo na proporcado 1:1, extrato enzimatico:solucdo tampao (v/v), utilizando tampdes com
valores de pH 3,0 a 9,0, com variacdo de 1,0 ponto entre cada amostra. Ap6s 24h de
incubacdo em temperatura laboratorial (25°C) foram determinadas as atividades residuais de

CMCase e FPase. Todos 0s ensaios reacionais foram realizados em triplicata.

3.9 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE TERMICA

A estabilidade térmica foi avaliada através de incubacdo do extrato enzimatico a 50°C,
60°C e 70°C e foram medidas as atividades residuais de CMCase e FPase nos intervalos de 5,
10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, em ambas as temperaturas de incubacdo. O pH utilizado nos
ensaios foi o 6timo verificado no item 3.7 para cada atividade. Todos 0s ensaios reacionais

foram realizados em triplicata.

4. ANALISE DOS RESULTADOS

A atividade de endoglucanase (CMCase) e celulases totais (FPase) foi detectada em
todos os 13 isolados de Mucorales utilizando meio de cultivo contendo apenas farelo de palha
de milho como substrato indutor na fermentacdo sélida por 96 horas a 35°C, onde os
resultados estdo expressos na tabela 4. O isolado Rhizopus microsporus SIS 04 apresentou 0S
resultados mais significativos na produgdo de ambas as enzimas testadas, sendo escolhido
para determinar as condi¢es de cultivo mais favoraveis, variando temperatura e umidade,
para melhor atividade de CMCase e FPase por este isolado, através de um planejamento
fatorial 22 nas condicdes experimentais testadas. Foi realizado uma caracterizacéo parcial do
extrato enzimatico de Rhizopus microsporus SIS 04 quanto ao pH 6timo e temperatura 6tima
para atividade de CMCase e FPase, bem como foi verificado a estabilidade em diferentes

faixas de pH e temperatura de incubacéo.
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Tabela 4 - Atividades enzimaticas do complexo celulolitico produzidas por isolados de Mucorales em
farelo de palha de milho por 96h a 35°C.

ldentificagéo Isolados Atividade de CMCase Atividade de FPase
(U/mL) (U/mL)
SIS 01 PSR 1,228 0,085
heterothallicus

SIS 03 Rhizopus arrhizus 1,314 0,093

SIS 04 Rhizopus microsporus 1,375 0,105

SIS 07 Cunninghamella 1,254 0,083
echinulata

SIS 08 Rhizopus stolonifer 1,346 0,097

SIS 09 Absidia cylindrospora 1,228 0,098

SIS 10 Syncephalastrum 1,185 0,089
racemosum

SIS 11 Cunninghamella 1,166 0,079
phaeospora

SIS 12 Rhizopus microsporus 1,205 0,104

SIS 13 Lichtheimia blakesleeana 1,211 0,079

SIS 14 Cunninghamella elegans 1,220 0,092

SIS 15 Mucor subtilissimus 1,252 0,082

SIS 16 Mucor hiemalis 1,234 0,082

OSBURNE et al. (2002) relataram que estudos relacionados a bioprospeccdo de
fungos se mostram promissores na industrial pois, apesar do escasso conhecimento sobre a
biodiversidade microbiana, se vé grande variedade de produtos industriais provenientes destes
micro-organismos.

Trabalhos que verificam a eficiéncia da palha de milho como substratos para producgéo
de celulases vém sendo realizados nos Gltimos anos, como por exemplo, os trabalhos de
FANG et al. (2010) que analisaram a producdo FPase pelos fungos Aspergilllus niger (0,25
U/ml) e Thichoderma reesei (2,5 U/ml) por fermentacdo submersa utilizando este substrato
como indutor. LIU et al. (2011) testaram alguns substratos para verificar em qual haveria
maior producdo de celulases pelo fungo Aspergillus fumigatus, sendo a palha de milho e a
peptona os escolhidos por induzirem a maior producdo dessas enzimas. Neste estudo, todos 0s
isolados foram capazes de utilizar o farelo de palha de milho como substrato para producéo de
celulases sem a necessidade de qualquer outro indutor ou suprimento além da celulose contido

no residuo.
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ROCHA (2010) destaca que cada micro-organismo pode se adequar a um processo ou
outro de cultivo e produzir diferentes complexos enziméticos de acordo com o substrato e 0
método de fermentacdo adotado. A FES é uma tecnologia capaz de propor caminhos
alternativos para a reutilizacdo dos residuos celuloliticos gerados, diminuindo danos
ambientais bem como a valoriza¢do econémica desses rejeitos. Para PANDEY et al. (2003)
cada uma das técnicas possui suas potencialidades e particularidades sendo assim, a
tecnologia de FES ndo deve ser encarada como uma técnica que vem em substituicdo a
fermentacao liquida, mas como uma ferramenta a mais que vem contribuir com o potencial da

produgdo enzimética por micro-organismos.
4.1. ANALISE DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
4.1.1 Atividade de Carboximetilcelulase (CMCase)

Foi observado que todos os 13 isolados apresentaram atividade enzimaética para
Endoglucanases. Os melhores resultados foram observados em 3 isolados: Rhizopus
microsporus SIS 04 (1,375 U/mL); Rhizopus stolonifer SIS 08 (1,346 U/mL) e Rhizopus
arrhizus SIS 03 (1,314 U/mL) respectivamente, onde houve diferenca estatistica (Grafico 1).
A carboximetilcelulose (CMC) foi utilizada como substrato indutor preferencial para
quantificar a atividade dessas enzimas (CAO; TAN, 2002).

Grafico 1 - Atividade de CMCase das 13 amostras cultivadas em farelo de palha de milho a 35°C por
96h.

1,4 7 a
ab
1,35 - b
1,3 - c ¢
.
E 125 | de de de  de de cd
S def
% 1,2 - f
O
= 1,15
O
1,1 -
1,05 -
1 J
1 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Amostras

*Letras discriminam diferencas significativas (p <0,5) de controle utilizando o teste de Tukey.
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CUNHA et al. (2012) utilizaram em seu estudo o fungo Aspergillus niger para a
producdo de CMCases em bagaco de cana-de-aglcar como substrato sob fermentacéo
submersa a 32°C por 30h, e obtiveram uma producdo de 1,36 U/ml. NAIR et al. (2008)
investigaram 10 cepas de Aspergillus niger para a producdo de CMCase que produziram em
média 1,81 U/mL, utilizando farelo de trigo como substrato em FES. Resultado semelhante de
atividade foram encontrados por GOMATHI et al. (2012), onde Aspergillus flavus produziu
1,40 U/mL, tambeém utilizando farelo de trigo como substrato em 72 horas de cultivo. Em
comparacdo a estes autores, valor semelhante de atividade de CMCase foi encontrado neste

estudo pelo isolado Rhizopus microsporus SIS 04 com producdo de 1,375 U/mL.
4.1.2 Atividade em papel de filtro (FPase)

Para celulases totais (Exoglucanases e Endoglucanases), foi observado que todos os 13
isolados apresentaram atividade enzimatica. Os melhores resultados foram observados em 3
isolados: Rhizopus microsporus SIS 04 (0,105 U/mL); Rhizopus microsporus SIS 12 (0,104
U/mL) e Absidia cylindrospora SIS 09 (0,098 U/mL) respectivamente, ndo diferindo

estatisticamente (Grafico 2).

Gréfico 2 - Atividade de FPase das 13 amostras cultivadas em farelo de palha de milho a 35°C por
96h.
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PEREIRA (2013), trabalhando com Aspergillus niger obteve 0,10 U/mL de FPase em
farelo de trigo, apds 168 horas de cultivo submerso. Neste trabalho, Rhizopus microsporus
SIS 04 produziu 0,105 U/mL de FPase, resultado semelhante ao obtido pelo autor, entretanto
foi necessario um tempo menor de cultivo de 96 horas. WANG et al. (2011) utilizando o
mesmo substrato e a mesma espécie de fungo estudado por PEREIRA (2014), obtiveram um
pico de producéo de FPAse de 3 U/mL apds 144 horas. Esse resultado foi superior comparado
a Rhizopus microsporus SIS 04, porém foi necessario um tempo maior de fermentacéo para
Aspergillus niger, que pode ter favorecido a maior producdo. FANG et al. (2010) considerou
a palha de milho como sendo um bom indutor para producdo de FPases, obtendo uma
producdo de 0,25 U/mL apds 48 horas de cultivo.

A maior parte dos estudos é focada em fungos com capacidade superior de produzir
celulases, como Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Humicola, sendo o
género Trichoderma relatado como o mais eficiente na degradacéo da celulose (LYND et al.,
2002; SAAD, 2010). Para CASTRO et al. (2010) os fungos filamentosos do género
Aspergillus sdo os melhores produtores de exoglucanases e endoglucanases, e sdo
reconhecidos também pelas elevadas concentragdes de B-glicosidases, 0 que representa uma
vantagem no processo de sacarificagdo da biomassa. Entretanto, estudos com outros géneros,
pertencentes até mesmo a outros filos com potencial para producdo de celulases vem sendo
amplamente estimulados, a fim de se obter linhagens cada vez mais promissoras na producgéo
dessas enzimas. Dentro deste contexto, faz-se interessante a busca por fungos Mucorales que
desempenhem também esse papel. Os isolados de Mucorales estudados neste trabalho
obtiveram valores semelhantes de atividade de celulases quando comparados a outros fungos

ditos na literatura como bons produtores dessas enzimas em substratos de baixo custo.

4.2 SELECAO DAS CONDICOES DE FES

Na Tabela 5 encontram-se os resultados do planejamento fatorial 22, demonstrando o
efeito da temperatura e umidade sob a atividade de CMCase por Rhizopus microsporus SIS
04. O tempo de fermentacdo variou de 24 a 96 horas, porém foi observado que no tempo de
72 horas de fermentagdo se obteve os maiores rendimentos de atividade enzimatica. No
ensaio 4 foi obtido melhor rendimento de atividade (1,477 U/mL) em temperatura de 38°C e
umidade de 100%.

Pode-se observar que a varidvel independente temperatura contribuiu

significativamente para producdo enzimatica, tendo influéncia positiva. A variavel
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independente umidade ndo contribuiu significativamente para producéo. A interacdo das duas
variaveis ndo apresentou efeito significativo como mostra o diagrama de Pareto de efeitos
padronizados com o nivel de 95% de confianca (Figura 5). Sendo assim, a maxima producéo
de atividade de CMCase pode ser explicada pelo o aumento da temperatura. A atividade
enzimética (1,477 U/mL) obtida nas condi¢cdes de fermentacdo através do planejamento
fatorial teve diferenca estatistica significativa quando comparada com a fermentacéo realizada

para determinacdo da detec¢do de CMCase (1,375 U/mL).

Tabela 5 - Atividade de CMCases (U/mL) através de planejamento fatorial 22 em meio de farelo de

palha de milho.

Ensaios Atividade enzimética (U/mL)
24h 48h 72h 96h
1 0,509 0,547 0,611 0,638
2 0,505 0,536 0,631 0,622
3 0,654 1,167 1,369 1,309
4 0,701 1,236 1,477 1,371
5 0,737 1,105 1,124 1,095
6 0,731 1,099 1,132 1,103
7 0,750 1,083 1,119 1,089
8 0,723 1,070 1,129 1,062

Fonte: Prépria, 2016.

Figura 5 - Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 22 em cultivo de 72h, tendo como variaveis
independentes (1) temperatura, (2) umidade, e como varidvel resposta a atividade de CMCase.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: CMCase
2**(2-0) design; MS Pure Error=,0006865
DV: CMCase U/mL
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Propria, 2016.
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PACHECO et al., (2014), estudando a producdo de endoglucanase (CMCase) por
Arpergillus niger em farelo de semente de jaca, observou que o tempo 6timo de producédo
ocorreu em 72h de fermentacéo, na temperatura de 30°C e umidade de 50%, com atividade de
64,44 (U/mg). Quando o autor aumentou a temperatura de fermentacéo para 35°C provocou
uma elevacédo na atividade enzimatica para 138,46 (U/mg) em 60% de umidade. Sendo assim,
pode-se destacar que no nosso trabalho a temperatura também foi um fator determinante na
producdo enzimatica, sendo o comportamento em funcéo do teor de 4gua pouco relevante.

MAURYA et al. (2012), obtiveram atividade maxima de endoglucanases de (2,63
U/mL) através de otimizagdo com o fungo Thichoderma reesei utilizando como substrato
farelo de trigo com umidade de 70%, a 30°C ap6s 144 horas de cultivo. Neste trabalho foi
obtido um valor menor de rendimento de atividade enzimatica para CMCase (1,477 U/mL)
por Rhizopus microsporus SIS 04 comparado com Thichoderma reesei, porém no nosso
estudo foi necessario um tempo menor de incubagdo de 72 horas para produgdo maxima,
avaliando as mesmas variaveis temperatura e umidade, indicando assim que um menor tempo
de cultivo foi favoravel a producao.

RODRIGUEZ-ZUNIGA (2010) avaliou o efeito da temperatura e tempo de
fermentac&o sobre a atividade de CMCase e obteve um valor méximo de 41 U/g (2.04 U/mL)
ao cultivar Aspergillus niger empregando bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado com vapor em
FES por 72 horas a 32°C. Valor aproximado de atividade de CMCase também foi obtido por
Rhizopus microsporus SIS 04 no mesmo intervalo de tempo e temperatura aproximada.

Na Tabela 6 encontram-se os resultados do planejamento fatorial 22, demonstrando o
efeito da temperatura e umidade na a producdo de FPase por Rhizopus microsporus SIS 04. O
tempo de fermentagdo variou de 24 a 96 horas, porem foi observado que no tempo de 72
horas de fermentacdo se obteve os maiores rendimentos de atividade enziméatica. No ensaio 3
foi obtido melhor rendimento de atividade (0,119 U/mL) em temperatura de 38°C e umidade
de 50%. Pode-se observar que a variavel independente temperatura também foi determinante
para producdo enzimatica. A variavel independente umidade ndo contribuiu
significativamente para maiores atividades. A interacdo das duas variaveis ndo apresentou
efeito significativo como mostra o diagrama de Pareto de efeitos padronizados com o nivel de
95% de confianca (Figura 6). A atividade enzimatica (0,119 U/mL) obtida nas condicdes de
fermentacdo através do planejamento fatorial teve diferenca estatistica significativa quando
comparada com a fermentacdo realizada para determinagdo da deteccdo de FPase (0,105
U/mL).
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Tabela 6 - Atividade de FPases (U/mL) através de planejamento fatorial 2°em meio de farelo de palha

de milho.
Ensaio Atividade enzimatica (U/mL)

24h 48h 72h 96h
1 0,051 0,067 0,071 0,076
2 0,046 0,053 0,061 0,060
3 0,080 0,103 0,119 0,099
4 0,076 0,108 0,114 0,101
5 0,076 0,101 0,102 0,111
6 0,075 0,087 0,093 0,098
7 0,076 0,090 0,101 0,109
8 0,071 0,099 0,112 0,100

Fonte: Propria, 2016.

Figura 6 - Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 22 em cultivo de 72h, tendo como variaveis
independentes (1) temperatura, (2) umidade, e como variavel resposta a atividade de FPase.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: FPase
2**(2-0) design; MS Pure Error=,0000205
DV: FPase U/mL
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=,05

Fonte: Prépria, 2016.
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SCHEUFELE et al. (2012), trabalhando com bagago de cana de agucar tratado com
hidrélise &cida e alcalina, conseguiram obter atividade enzimatica de FPase para Trichoderma
sp. isolado de bioma amazbdnico de 0,162 U/mL (96h/38°C). Resultado aproximado de
atividade de FPase (0,119 U/mL) por Rhizopus microsporus SIS 04 na temperatura de 38°C
em 72 horas, foi obtido neste estudo quando as condig6es de cultivo foram otimizadas.

As condicBes de FES e a escolha do micro-organismo adaptavel ao processo e com
potencial para producdo de celulases ¢ uma alternativa que vem sendo usada por muitos
pesquisadores para potencializar a producdo e aplicabilidade dessas enzimas, como por

exemplo, na producéo de etanol de segunda geracdo (SINGHANIA et al., 2009).

4.3 DETERMINAGAO DO PH OTIMO E TEMPERATURA OTIMA DE REACAO

Foram analisados os efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade de
endoglucanases (CMCase) e celulases totais (FPase) de Rhizopus microsporus SIS 04 nos
extratos enzimaticos obtidos nas condicdes de fermentacdo determinadas através do

planejamento fatorial afim de se obter os valores étimos.

4.3.1 CMCase

Os extratos enzimaticos com atividade de CMCase apresentaram maior atividade
residual no pH 6 (Grafico 3), porém observa-se atividade residual acima de 80% nos valores
de pH 4,5, 6 e 7. MORETTI et al (2012) determinaram uma maior atividade de CMCase em
pH 6,0 para Thichoderma aurantiacus e Aspergillus fumigatus, corroborando com o0s
resultados obtidos neste trabalho.

A temperatura 6tima para a atividade das CMCases foi 60°C em pH 6 (Gréafico 4).
Resultado semelhante obteve DELABONA et al (2012) que determinaram a temperatura
Otima de 65°C para a atividade das CMCases produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus,
estando o valor proximo ao observado neste trabalho. SAQIB et al (2010) obteve uma
temperatura 6tima de 64,3°C para atividade de CMCase produzida por Aspergillus fumigatus
SMNZ1 por FES utilizando palha de trigo como substrato. Resultado também semelhante ao

encontrado por Rhizopus microsporus SIS 04.
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Gréfico 3 - Atividade residual de CMCases secretadas pelo fungo Rhizopus microsporus SIS 04 em
diferentes valores de pH.
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Gréfico 4 - Atividade residual de CMCases secretadas pelo fungo Rhizopus microsporus SIS 04 em
diferentes faixas de temperatura.
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4.3.2 FPase

Os extratos enzimaticos com atividade de FPase apresentaram maior atividade no pH 6
(Gréfico 5), porém observa-se atividade residual acima de 80% nos pHs 5 e 6. Fato
semelhante ocorreu em trabalho realizado por DHILLON et al. (2012), cujo pH étimo foi 5,5,
utilizando Aspergillus niger como produtor de FPase. O cultivo de Rhizopus oryzae PR7 em
Fermentacdo liquida (72h/ 37°C) usando como substrato casca de limdo resultou na producéo
de celulases totais com pH 5 como 6timo (MUKHERJEE, 2011).
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Gréfico 5 - Atividade residual de FPases secretadas pelo fungo Rhizopus microsporus SIS 04 em
diferentes valores de pH.
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A temperatura 6tima para a atividade das FPases ocorreu em 50°C (Gréfico 6), onde
0 extrato enzimatico foi incubado em tampao com pH 6. Pode-se observar atividade residual
acima de 80% em 50°C e 60°C. DELABONA et al (2013) estudando a atividade enzimatica
de FPases produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus verificaram que a faixa de
temperatura onde as enzimas apresentaram maior atividade foi entre 45 a 60°C, 0 que esta
semelhante com o observado neste trabalho.

Gréfico 6 - Atividade residual de FPases secretadas pelo fungo Rhizopus microsporus SIS 04 em
diferentes faixas de temperatura.
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Em fungos, o pH em que h& maior desenvolvimento e maior atividade metabdlica,
consequentemente, maior producdo de enzimas, esta na faixa de 4 a 6 conforme TORTORA
et al. (2005). Quanto a temperatura, POLIZELI et al., 2005 citam que 0s micro-organismos
termofilicos sdo de interesse biotecnoldgicos por possuir estabilidade térmica maior do que

uma enzima produzida em temperaturas menores.

4.4 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE EM DIFERENTES VALORES DE PH E
TEMPERATURA

4.4.1 CMCase

No gréfico 7, observa-se que ap6s 24 horas de incubacdo do extrato enziméatico nos
diferentes valores de pH sua atividade residual manteve-se acima de 80% nos pHs 3, 4, 5, 6,
e 7. Nos pHs 8 e 9 houve declinio de atividade. As atividades enzimaticas foram determinadas
na temperatura 6tima de 60°C. LIU et al. (2011), também observaram uma maior estabilidade
do extrato enzimatico de Aspergillus fumigatus entre os pHs 4 e 8 durante 20 horas de
incubacdo a 50°C.

O grafico 8 demonstra a estabilidade do extrato enzimatico nas temperaturas de 50, 60
e 70°C em pH 6 por 60 minutos. Quando o extrato enzimatico foi incubado a 50°C observou-
se atividade residual acima de 70% apenas no inicio da analise. A atividade decaiu até o final
do ensaio, tendo seu minimo de atividade residual de 40,82% no tempo de 60 minutos.
Quando o extrato enzimatico foi incubado a 60°C observou-se uma reducao de sua atividade
residual para abaixo de 90% logo apds os primeiros 10 minutos de ensaio e a atividade
manteve-se decrescente até o final da analise, com atividade residual minima de 62,02%. A
70°C observou-se uma diminuicdo gradual da atividade residual desde os primeiros minutos
de analise de 54,96% para 38,05% no final do ensaio. FALKOSKI et al. (2013) quando
incubaram o extrato enzimatico de Chrysoporthe cubensis a 60°C por 48 horas, relataram
perda total da atividade de CMCase, diferentemente do verificado por Rhizopus microsporus
SIS 04 nesse trabalho que manteve 62,02% de sua atividade residual a 60°C ap6s 60 minutos

de incubacao.
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Grafico 7 - Estabilidade das enzimas com atividade de CMCase em pH 3 a 9 por 24h.
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Gréfico 8 - Estabilidade das enzimas com atividade de CMCase em temperaturas de 50, 60 e 70°C até
60 minutos.
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4.4.2 FPase

No gréafico 9, observa-se que ap0s 24 horas de incubacdo da enzima nos diferentes
valores de pH, o extrato enzimatico manteve sua atividade acima de 80% nos pHs 5 e 6. Nos
pHs 3, 4, 7, 8 e 9 houve atividade abaixo de 60%. As atividades enzimaticas foram
determinadas na temperatura o0tima de 50°C. Nos experimentos de SIQUEIRA (2010), a
atividade de FPase apresentou melhor resultado em pH 5,0 no cultivo de A. oryzae crescido
em engago de bananeira, porém, a amplitude de faixa de pH para essas enzimas foi estendida
entre 3,5 e 8,0, chegando a mais de 70% da atividade méxima observada. Os estudos de
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DUTTA et al. (2008) mostraram maxima atividade FPase em pH 6,5 para o Penicillium
citrinum, préxima ao valor encontrado para melhor estabilidade de pH neste trabalho.

O grafico 10 demonstra a estabilidade do extrato enzimatico nas temperaturas de 50,
60 e 70°C em pH 5 por 60 minutos. Quando o extrato enzimatico foi incubado a 50°C
observou-se atividade residual acima de 70% durante todo o tempo de analise. A atividade
manteve-se praticamente estivel nessa faixa até o final do ensaio, tendo seu maximo de
atividade residual de 82,44% em 30 minutos do ensaio. Quando o extrato enzimatico foi
incubado a 60°C observou-se uma reducdo de sua atividade residual para abaixo de 70% logo
apo6s os primeiros 5 minutos de ensaio e a atividade manteve-se decrescente até o final do
ensaio, com atividade residual minima de 58,01%. Em 70°C observou-se uma diminuicdo da
atividade residual nos primeiros minutos de andlise de 55,15% para 40,05% no final do
ensaio. A FPase de uma linhagem de Aspergillus manteve aproximadamente 76% da sua
atividade apds ser pré-incubada por 5 horas a 50 °C. Entretanto, apds este tempo, a atividade
foi caindo gradativamente até 8 horas de incubacdo, quando ela perdeu totalmente sua
atividade (RODRIGUES, 2009). Em outros trabalhos, a FPase produzida por Acremonium sp.
EAO0810, cultivado com bagaco de cana, perdeu 70% da sua atividade quando pré-incubada
por 30 minutos a 55 °C (ALMEIDA, 2009). DUTTA et al. (2008) reportaram a perda de 70%
da atividade inicial de uma FPase de Penicillium citrinum apds ser pré-incubada por 30
minutos a 55 °C. Nesse trabalho, os extratos obtidos da FES do farelo de palha de milho

mostraram melhor termoestabilidade em 50°C.

Grafico 9 - Estabilidade das enzimas com atividade de FPase em pH 3 a 9 por 24h.
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Gréfico 10 - Estabilidade das enzimas com atividade de FPase em temperaturas de 50, 60 e 70°C até

60 minutos.
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5. CONCLUSOES

Todas as amostras testadas foram capazes de produzir celulases em farelo de palha de
milho como substrato em fermentacéo sélida;

Foi possivel detectar a atividade de celulases sem a necessidade de qualquer outro
indutor ou suprimento além da celulose contida no farelo da palha de milho;

A amostra SIS 04, Rhizopus microsporus, foi selecionado como melhor produtor
potencial para as celulases testadas;

O uso de um planejamento fatorial 2% aplicado a delineamento experimental do tipo
fatorial completo demonstrou ser uma ferramenta importante para previsdo preliminar de um
modelo estatistico, onde foi estabelecido os valores adequados de temperatura e umidade para
melhor producéo de celulases por Rhizopus microsporus SIS 04, apresentando influéncia dos
parametros independentes do processo;

A temperatura foi a varidvel mais importante na producao das celulases;

Os extratos enzimaticos com atividade de CMCase apresentaram pH 6timo de 6 e
temperatura 6tima de 60°C e mantiveram-se estaveis entre os valores de pH de 3 a 7 na
mesma temperatura;

Os extratos enzimaticos com atividade de FPases apresentaram pH 6timo de 6;
temperatura 6tima de 50°C e mantiveram-se estaveis entre os valores de pH de 5 a 6 na

mesma temperatura.
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