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RESUMO

Ferreira, M. A. UTILIZACAO DE RESIDUOS AGRO-INDUSTRIAIS NA
PRODUCAO DE CELULASES POR PENICILLIUM SP. IS-7 E TRICHODERMA
REESEI RUT-C30 E DE AMILASES POR STREPTOMYCES SP. IGAR-01

Os fungos e as actinobactérias tém sido estudados para producédo de enzimas
com as mais diversas aplicacdes biotecnolégicas. A utilizacdo de residuos agro-
industriais para a confecgdo dos diferentes meios de cultura se torna bastante
conveniente, devido ao baixo custo e a importancia da viabilidade do processo.
Neste sentido, objetivou-se, através da utilizacdo da palha de cana-de-acucar,
agua de manipueira, extrato de levedura e milhocina, realizar a caracterizagcao
enzimatica de celulases (Penicillium sp. IS-7, Trichoderma reesei RUT-C30) e de
amilase (Streptomyces sp. IGAR-01), obtidas nas melhores condi¢cdes de cultivo,
determinando os seus 6timos de pH e temperatura por meio da fermentacéo
submersa. Os resultados foram obtidos através de planejamentos experimentais
com o auxilio do software STATSOFT 7.0°. As variaveis mais significativas para
a otimizacao da producao de celulases foi a concentracdo de milhocina e inoculo
(Penicillium sp. I1S-7); concentracédo de palha de cana e agitagcédo (Trichoderma
reesei RUT-C30) e a agitacao para producédo de amilase por Streptomyces sp.
IGAR-01. Assim obteve-se atividade maxima para a atividade CMCase de
1.179,19 U.L* & 60°C, em pH 5,0 por Penicillium sp. IS-7 e o Trichoderma
reesei RUT-C30 produziu 1.083,90 U.L™" a 60°C, em pH 7,0; para a atividade
FPase os valores méaximos de atividade foram 293,8 U.L™ a 80° C, em pH 9,0
(Penicillium sp. 1S-7) e 2442 U.L™ 4 60° C, em pH 6,0 (Trichoderma reesei
RUT-C30); para a atividade da amilase produzida por Streptomyces sp. IGAR-
01, o valor maximo observado foi 2.456,17 U.L™ em temperatura de 60°C, em
pH 6,0. Os resultados mostraram a potencialidade do residuo lignocelulésico

como substrato de baixo custo para a producéo de enzimas.

Palavras-chave: Carboximetilcelulose, palha de cana-de-agucar, manipueira,

FPase



ABSTRACT

Ferreira, M. A. USE OF AGRO-INDUSTRIAL WASTE IN CELLULASE
PRODUCTION BY  PENICILLIUM SP. IS-7 AND TRICHODERMA  REESEI
RUT-C30 AND AMYLASE BY STREPTOMYCES SP. IGAR-01

Fungi and actinobacteria have been studied for the production of enzymes with a
variety of biotechnological applications. The use of agro-industrial residues for
the preparation of culture media is quite convenient, because of the importance
of low cost and feasibility of the process. In this sense, the objective is, through
the use of straw cane sugar, water manipueira, yeast extract and corn steep
liquor, perform the enzymatic characterization of cellulase (Penicillium sp. IS-7 e
Trichoderma reesei RUT-C30) and amylas (Streptomyces sp.IGAR-01),
obtained from the best growing conditions, determining their optimal pH and
temperature by submerged fermentation. The results were obtained using
experimental designs with STATSOFT 7.0 ® software. The most significant
variables for optimizing the production of cellulases was the concentration of corn
steep liquor and inoculum (Penicillium sp. IS-7); concentration of sugarcane
straw and agitation (Trichoderma reesei RUT-C30) and agitation for production of
amylase by Streptomyces sp. IGAR-Ol.Therefore, maximum activity was
obtained for CMCase activity of 1179.19 UL™ at 60 °C at pH 5.0 by Penicillium
sp. 1S-7 and Trichoderma reesei RUT-C30 produced 1083.90 UL™ at 60° C, pH
7.0, for the activity FPase the maximum activity was 293.8 UL™ to 800° C at pH
9, 0 (Penicillium sp. 1S-7) and 244.2 UL™ at 60° C, pH 6.0 (Trichoderma reesei
RUT-C30) for amylase activity produced by Streptomyces sp. IGAR-01, the
maximum observed value was 2456.17 UL at 60 °C, pH 6.0.The results showed
the potential of lignocellulosic residues as low cost substrate for the production of

enzymes.

Keywords: Carboxymethyl cellulose, straw cane sugar, manipueira, FPase,

submerged fermentation.



1. INTRODUCAO GERAL

Os fungos e as actinobactérias sdo conhecidos por sua ampla utilizacao
industrial, na producdo de compostos bioativos Uteis para o ser humano, ndo
apenas substancias antimicrobianas, como os antibidticos, antifUngicos e
antivirais, como também de enzimas com as mais diversas aplicacdes
biotecnoldgicas. Os géneros Streptomyces (actinobactéria), Trichoderma e
Aspergillus (fungos filamentosos), por exemplo, sdo os principais produtores
destas enzimas, em especial as celulases (endoglucanases e exoglucanases)
e xilanases. Estas enzimas, juntamente com as beta-glucosidases,
compreendem as principais enzimas envolvidas na degradagdo de materiais
lignocelulésicos, que compdem os residuos agro-industriais. Assim sendo,
dentro do contexto etanol 22 e 32 geracdes, tornou-se interessante realizar um
estudo mais aprofundado sobre a producdo de enzimas envolvidas na
degradacdo de materiais lignoceluldsicos, por fungos e actinobactérias isolados
de ambientes brasileiros (NASCIMENTO, 2005).

Considerando a importancia da viabilidade do processo, a utilizacdo de
meios de cultura de baixo custo para esta producdo enzimatica deve ser
considerada, portanto, a utlizacdo de residuos agro-industriais para a
confeccdo dos diferentes meios de cultura se torna bastante conveniente.
Dentre os residuos lignoceluldsicos disponiveis em nosso pais, destacamos o
farelo de trigo, a palha e o bagaco de cana-de-aclUcar e também o bagaco de
sisal, que podem ser adicionados no meio de cultura como a principal fonte de
carbono (DASHTBAN et al., 2009). Para um melhor aproveitamento dos
residuos lignocelulésicos, estes geralmente sdo submetidos a um pré-
tratamento, que pode ser fisico ou quimico, onde um dos mais comuns sao 0s
tratamentos térmicos de explosdo a vapor e explosdo térmica. Neste
tratamento ocorre um maior afrouxamento das fibras e o produto fica mais
acessivel ao ataque enzimatico (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

Além das fontes de carbono residuais, a milhocina também € bastante
vantajosa para ser adicionada ao meio de cultura, como a principal fonte de
nitrogénio, em substituicdo ao extrato de levedura, uma fonte mais onerosa. A
milhocina é obtida a partir do processamento do milho, e corresponde a agua

de lavagem e embebicdo dos graos quando do seu fracionamento em amido e
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Oleo, sendo rica em prolina. Compreende, portanto, um produto bem mais
barato do que o extrato de levedura utilizado comercialmente (MADDIPATI,
2011).

Ha de se considerar que além de produzir enzimas lignoceluloliticas a
baixo custo, é interessante também que as enzimas produzidas, ou o extrato
enzimatico obtido, seja capaz de atuar na palha de cana-de-agucar ou mesmo
no residuo de sisal, e liberar entdo agucares redutores a serem utilizados por
fim na fermentacéo alcodlica para a producdo do alcool combustivel chamado
de segunda geracdo (2 G) (NASCIMENTO, 2009).

As celulases sdo uma mistura complexa de enzimas necessarias a
solubilizagcdo completa da celulose em acucares que poderdo servir, na
natureza, como fonte de carbono para o metabolismo microbiano. Celulases
sdo produzidas, entre outros micro-organismos, por diferentes géneros de
fungos e actinobactérias, sendo os maiores produtores, identificados até agora,
pertencentes aos géneros Trichoderma, Penicillium e Aspergillus, no caso dos
fungos, e Streptomyces no caso de actinobacteria (KOVACS et al. 2009).
Embora, de forma geral, os niveis deste complexo enzimatico, secretado pelos
micro-organismos, atendam, na natureza, as necessidades de decomposicdo
da matéria lignocelulésica e disponibilizacdo de acuUcares fermentesciveis, o
uso industrial das celulases pressupfe a obtencao de preparacdes enzimaticas
com altos niveis de atividade e estabilidade, sendo, em alguns casos a
utilizacdo de recursos da biologia molecular para melhorar linhagens naturais
promissoras (NASCIMENTO, 2009).

A obtencao de preparacfes com alta atividade celulolitica relaciona-se
também a otimizacdo do processo fermentativo, principalmente em relacdo a
composicdo do meio de cultivo (evitar fontes de carbono e nitrogénio
repressoras), a forma de conduzir o processo e ao uso de indutores dos genes
gue codificam para o complexo celulolitico (BON et al. 2008).

Varios trabalhos vém sendo realizados com celulases e xilanases no
ambito industrial, em especial na industria de papel e celulose, téxtil,
detergentes e biocombustivel. Alguns trabalhos (NASCIMENTO et al., 2002,
SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002, NASCIMENTO et al, 2003,
GRIGOREVSKI et al., 2005, TABKA et al., 2006, CHEN et al., 2007) sobre



producdo de xilanases e celulases em diferentes substratos indutores ja foram
realizados com estirpes de actinobactérias isolados de solos brasileiros.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo testar diferentes residuos
agro-industriais (palha de cana-de-acucar e agua de maceracdo do milho)
como fontes de carbono e nitrogénio para a producéo de celulases (CMCase e
FPase) pela estirpe do fungo Penicilium sp. IS-07 em comparacdo ao
Trichoderma reesei RUT-C30 e a producdo de amilase por Streptomyces sp.
IGAR-01 em agua de manipueira. Realizando a caracterizacdo enzimatica
parcial dos extratos obtidos nas melhores condi¢cbes de cultivo, determinando

0s seus 6timos de pH e temperatura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa Lignhocelul6sica

Um dos principais componentes das plantas sdo comumente descritos
como biomassa lignocelulésica, que representa uma importante fonte de
matéria organica renovavel. Os lignoceluldsicos sdo constituidos por celulose
(30-50%), hemicelulose (15-35%), lignina (10-30%) (DA COSTA SOUSA et al.,
2009). Além disso, pequenas quantidades de outros materiais como cinzas,
proteinas e pectinas podem ser encontrados em residuos lignocelulosicos
(SANCHEZ, 2009).

Os residuos agricolas tém sido alvo de estudos como fonte de acUcares
fermentaveis para a producdo de biocombustivel devido ao seu baixo custo e
alta disponibilidade, além disso, se constituem como excedente de producéo
(MARTIN et al., 2007). Os materiais agricolas, que por suas caracteristicas
naturais sao suscetiveis de emprego como substrato para a fermentacdo, sdo
dois: celulésicos (polpa de café, bagacos, palhas, cascas, cascas de frutas
processadas, etc) e amilaceos (batata, milho, mandioca, banana e seus

residuos, entre outros) (SANTOS et al., 2006).



2.1.1. Celulose

A celulose é o maior carboidrato sintetizado pelos vegetais e sua
biossintese anual é estimada entre 10'° e 10™ toneladas (SAMIR et al., 2005).
Além disso, é o principal constituinte da biomassa vegetal, sendo encontrada
quase que exclusivamente na parede celular de vegetais. Entretanto, pode
também ser sintetizada por alguns animais e algumas bactérias (LYND et al.,
2002).

A celulose é constituida por regibes ordenadas, devido numerosas
ligagOes de hidrogénio inter e intramoleculares, e regides ndo ordenadas, onde
esses dominios sdo caracterizados como cristalinos e amorfos,
respectivamente (Figura 1). O indice de cristalinidade é determinado de acordo
com a proporgdo da regido cristalina presente nas fibrilas de celulose
(PEREIRA JR., 1991). Estas fibrilas conferem elevada resisténcia a tensao

tornando a celulose insolUvel a varios solventes, o que lhe confere resisténcia a

degradacéo microbiana (DING e HIMMEL, 2006; MATTHEWS et al., 2006).

Ligacbes de
hidrogénio
intramolecular

Celobiose

Figura 1 — Estrutura quimica da celulose (MORAES, 2005)



O tamanho da cadeia de celulose é expresso em relacdo ao seu grau de
polimerizacdo (GP), isto €, o numero de unidades de D-glicose unidas por
ligagcdes B- (1—4), que formam uma determinada cadeia celulésica. Podendo
ser encontradas em sua estrutura até 15000 unidades de D-glucose
conectadas por ligagdes 3 -1,4 (BON et al., 2008). O grau de polimerizacao da
cadeia de celulose esté diretamente relacionado a solubilidade desse polimero,
uma vez que cadeias com 7 — 13 residuos de anidroglicose ainda sdo pouco

soltveis em agua (FENGEL e WEGENER, 1989; ZHANG e LYND, 2004).

2.1.2. Hemicelulose

Conhecidas como polioses, diferem da celulose por serem amorfas, com
estruturas ramificadas e compostas pela combinacdo de varios acucares
(pentoses, hexoses, éacidos hexurdnicos e desoxiexoses) (Figura 2). As
hemiceluloses sdo polissacarideos nao-celulésicos que sao encontrados em
tecidos vegetais, compostos de polimeros complexos de carboidrato, sendo as
xilanas e as glucomananas sdo o0s principais componentes (FENGEL e
WEGENER, 1989). Em paredes celulares de plantas terrestres, a xilana é o
polissacarideo hemicelulésico mais comum, representando de 20-40% do peso
seco do vegetal, sendo depois da celulose, o polissacarideo renovavel mais
abundante na natureza com um alto potencial para a degradacdo em produto
final utilizavel (BEGUIN e AUBERT, 1994; SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).
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Figura 2 — Estrutura quimica da hemicelulose (MUSSATO, 2002)



As hemiceluloses sdo divididas em xilanas, mananas, galactanas e
galacturonanas (CASTRO, 2006), que apresentam suas unidades
monoméricas unidas por ligacdes do tipo 1,3, 1,4 e 1,6 (SZENGYEL, 2000).
Dessas, as presentes em maiores proporc¢des sdo as xilanas (BISSOON et al.,
2002), que consistem em moléculas de xilose unidas por ligacdo [B-1,4
(DAMASO et al, 2004). A maioria das xilanas ocorre como
heteropolissacarideos, contendo diferentes grupos substitutos na cadeia do
esqueleto principal e em cadeias ramificadas. As homoxilanas, por outro lado,
consistem-se exclusivamente de residuos de xilosil. Este tipo de xilana ndo &
muito comum em ambientes naturais e tem sido isolada de alguns tipos de
grama, em caule de tabaco e em casca da semente guar (SUNNA e
ANTRANIKIAN, 1997).

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa
abundancia de enzimas xilanoliticas com variagbes na especificidade, nas
sequéncias priméarias e tamanho, além das limitagcbes destas enzimas pela
especificidade ao substrato (COLLINS et al., 2005).

2.1.3. Lignina

A lignina, junto com a hemicelulose e a pectina, preenche os espagos
entre as fibras de celulose, além de atuar como material ligante entre os
componentes da parede celular. A lignina, depois dos polissacarideos, é a
macromolécula mais abundante dentre o0s materiais lignoceluldsicos,
constituida a partir de unidades de p-propilfenol (&lcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico), formando uma macromolécula tridimencional e
amorfa, representando de 20 a 30 % da massa total do material lignocelulésico
(BON et al., 2008). Estes compostos fendlicos podem também estar envolvidos
nas ligacdes cruzadas entre moléculas de xilana e na ligacdo da xilana a outros
polissacarideos (TUNCER et al., 1999).

A estrutura da lignina varia com a espécie vegetal. Certamente, sua
estrutura randdmica tem como objetivo, além da resisténcia mecanica,
neutralizar ataques enzimaticos. A lignina, de fato, & extremamente dificil de

dissociar, reflexo disso € o pouco conhecimento que se tinha a respeito da
estrutura quimica da lignina até a década de 80 (FENGEL e WEGENER, 1989).
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De estrutura rigida, € encontrada na parede celular de vegetais,
predominantemente nos tecidos vasculares especializados para o transporte de
liguidos em vegetais superiores (HIGUCHI, 1990). Apesar de ser um composto
macromolecular aromatico, a lignina difere dos outros componentes presentes
na biomassa do vegetal, na medida em que sua estrutura tridimensional ndo
possui ligacdes repetitivas entre 0s residuos monomeéricos constituintes da
macromolecula (BON et al., 2008). Tais constituintes, sintetizados a partir da
fenilalanina, sédo secretados para a parede, onde sdo oxidados no local
apropriado pelas enzimas peroxidase e lacase. Como a lignina se forma na
parede, ela remove agua da matriz e constitui uma rede hidrofébica, que se liga
firmemente a celulose e impede a expanséo da parede.

A lignina acrescenta uma resisténcia mecanica significativa as paredes
celulares e reduz a sua suscetibilidadade ao atague enzimatico e de
patégenos; reduz também a digestibilidade do material vegetal por animais
(TAIZ e ZEIGER, 2004). A lignina é sem duvida o grande problema para a
hidrolise, fazendo com que o material lignocelulésico seja recalcitrante para
hidrolise (GOMEZ et al., 2008).

2.4. Residuos lignocelulésicos

Residuos lignocelulésicos da agroindustria sao produzidos em grandes
guantidades por diversas industrias, incluindo, celulose e papel, da silvicultura,
da agricultura e alimentos, além dos diferentes tipos de residuos sélidos
urbanos e animais (DASHTBAN et al., 2009). Estes materiais potencialmente
valiosos foram tratados como lixo em varios paises no passado, e ainda hoje
em alguns paises em desenvolvimento, o que levanta muitas preocupacdes
ambientais (PALACIOS, 2005). Esforcos significativos, muitos dos quais tém
sido bem sucedidos, tém sido empenhados para converter esses residuos em
produtos valiosos tais como 0s biocombustiveis, produtos quimicos e alimentos
para animais (HOWARD, 2003).

De acordo com a Renewable Fuels Association, em 2008,

aproximadamente 90% da producdo mundial de alcool combustivel (15.472,2



de 17.335,2 milhdes de litros) estava concentrada em dois paises, Brasil
(6.472,2), e os Estados Unidos da América (9000). No Brasil, o etanol é
geralmente produzido a partir do caldo de cana, enquanto que nos EUA,
culturas como o milho sdo geralmente utilizados para a producdo de etanol
(SANCHEZ, 2009).

2.4.1. Cana-de-acucar

Com uma producdo de 1,5 bilhdes de toneladas, o Brasil € o maior
produtor de cana de acucar, seguido por india, Tailandia e Australia. As regides
de cultivo sdo Sudeste, Centro-Oeste, Sul e Nordeste, permitindo duas safras
por ano. Portanto, durante todo o ano o Brasil produz acucar e etanol para os
mercados interno e externo (UNICA, 2010). Ela é composta por 19-24% de
lignina, hemicelulose 27-32% de, 32-44% de celulose e 4,5-9,0% de cinzas
(JACOBSEN e WYMAN, 2002). A Tabela 1 mostra projecfes de producdo até
a safra de 2012/13 juntamente com a quantidadede bagaco, palha e pontas de
cana produzidas, onde cada tonelada de cana produz como residuo 276 kg de
bagaco (OLIVERIO, 2007) e 204 kg de palha/pontas (KITAYAMA, 2008).

Tabela 1 — Produgéo nacional de cana, e seus derivados residuais (bagaco, palha e
pontas), expresso em milh8es de ton., para as safras de 2006 a 2013

Safra Cana Bagaco Palha e Pontas
2006/07 430 120 88
2007/08 478 132 98
2008/09 514 142 105
2009/10 558 154 114
2010/11 601 166 123
2011/12 647 179 132
2012/13 696 192 142

Fonte: Adaptado de KITAYAMA (2008); OLIVERIO (2007); SILVESTRIN (2009)

A palha representa até 30% da biomassa total, metade desta costuma
ser deixada no campo, sendo usada como adubo, e a outra metade por nao ter
uma destinacdo adequada, sdo queimados, perdendo assim seus

componentes (Tabela 2), indispensaveis para a producao de etanol 22 geracao



(RAMOS, 2011). Além disto, na safra de 2004/2005, estimou-se que o potencial
de langamento anual na atmosfera, foi de aproximadamente, 30 milhdes
toneladas de C; 94 milhdes de toneladas de COy; 325 mil toneladas de
nitrogénio; 65 mil toneladas de S; 89 ug particulados/m® de ar nas regides de
pratica da queimada (méaximo permitido pelo CONAMA 50 pg/m®) (FALZETTA,
2006).

Tabela 2. Composicdo da biomassa da cana-de-acucar. (RAMOS, 2011)

Componente Bagaco (%) Palha (wt%)
Extraiveis organicos totais 2,88 +£ 0,03 3,50 £ 0,06

Extraiveis em agua 1,23 + 0,05 3,52+0,01

Anidroglucose 38,39£0,13 37,41 £ 0,01
Anidroxilose 19,11 + 0,06 20,40 £ 0,13
Anidroarabinose 3,38 £0,02 4,29 + 0,03

Grupo Acetil 3,563 +0,02 2,32 +0,01

Lignina soltuvel em acido 0,23+ 0,04 0,77 £ 0,03

Lignina insoluvel em &cido (Klason) 20,81 + 0,26 17,70 £ 0,23
Cinzas 6,60 + 0,20 6,20 £ 0,20

Total 96,16 96,11

O custo de recuperagdo da palha da cana é um fator importante na
avaliacdo da viabilidade do seu uso para obtencdo de biocombustiveis de
segunda geracdo. As enfardadoras sdo a melhor opcdo para a realizacdo da
colheita deste residuo, uma vez que reunem as etapas de corte, coleta,
compactacdo e transformagdo em fardos em uma Unica passada. Os fardos
apresentam alta densidade e o custo da palha coletada por estas maquinas é
menor quando comparado as outras, sendo de US$ 9,60/tonelada. Para a
palha colhida por forrageiras, este valor chega a US$ 30,00/tonelada. Uma vez
que a maioria das plantacbes de cana-de-acUcar estaria proxima as usinas,
conclui-se que o gasto com o transporte da palha até estas para geracao de
bioenergia e biocombustiveis de segunda geracédo ndo seria muito dispendioso,
ja que néo seriam percorridas grandes distancias para o translado (PEREIRA,
2006). A Tabela 3 apresenta a composicdo de alguns materiais
lignoceluldsicos, expressa em suas trés principais fragdes. De uma forma geral,
a celulose encontra-se em maiores proporc¢oes, seguida da hemicelulose e, por

fim, da lignina.



Tabela 3. Composigdo quimica (teor de celulose, hemicelulose, lignina e outros componentes)
de alguns residuos lignoceluldsicos.

Material Composicao quimica (%)

Lignocelulésico Celulose Hemicelulose Lignina Outros Referéncia
Bagaco de cana 42.8 25,9 22,1 7,5 Silva, 2009
Palha de cana 39,8 28,6 22,5 8,6 Oliveira, F.,2010
Palha de milho 54,4 16,2 23,8 8,0 Bianchi,1995
Sabugo de milho 41,0 36,0 6,0 14,0 Goldestein,1981
Palha de trigo 30,0 24,0 18,0 10,0 Kuhad; Singh,1993
Palha de arroz 43,5 22,0 17,2 11,4 Mussato; Roberto, 2002
Madeira de Eucalipto 49,4 21,4 27,8 1,5 Junior,2007
Casca de amendoim 38,0 36,0 16,0 5,0 Kuhad;Singh,1993

2.4.2. Agua de Maceracéo do Milho (Milhocina)

Milhocina € um subproduto da inddstria de milho. E um componente
importante de alguns meios de crescimento. Foi usado no cultivo de Penicillium
durante a pesquisa inicial da penicilina. E uma excelente fonte de nitrogénio
organico (LIGGETT e KOFFLER, 1948).

O processo de refinamento para a obtencdo dos inameros produtos
derivados do milho inicia-se pela moagem Umida, que separa 0 grao nos seus
componentes basicos: germe, fibra, amido e proteina. O principal objetivo deste
processo é a maxima recuperacao possivel do amido, com alta qualidade para
uso industrial geral (LOPES FILHO, 1999).

O primeiro e mais importante estagio da moagem umida é a maceracao
dos grdos em solucédo de diéxido de enxofre sob condicbes controladas. As
mudancas fisicas, quimicas e bioquimicas induzidas durante este periodo sdo
responsaveis pela qualidade e rendimento dos produtos obtidos p6s-moagem.
O milho é primeiro encharcado e mergulhado em tanques abertos de madeira a
45 -52°C por 48 horas (LIGGETT e KOFFLER, 1948). As condicbes de
processo permitem o desenvolvimento de Lactobacillus sp. que, através da
utilizacdo dos acUcares solUveis na agua de maceracdo, produzem &cido
lactico, reduzindo o pH do meio e promovendo condi¢Bes favoraveis para a
separacdo dos componentes do grao. Outros fenbmenos que ocorrem Sao o
amolecimento das sementes, a liberacdo dos granulos de amido das matrizes

de proteinas através da quebra das pontes de enxofre e inibicdo do
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crescimento de microorganismos de deterioracdo (ROUSHDI, 1981;
ECKHOFF, 1991).

A principal desvantagem do milhocina em microbiologia € por apresentar
composicdo variavel. Esta variabilidade pode depender do tipo e condicéo
do milho, ou periodo e condi¢cdes durante o processamento do amido. Por outro
lado, milhocina € uma alternativa barata, substituindo materiais de custo
elevado tais como extrato de levedura e peptona. A milhocina apresenta um pH
de 3,7-4,1, em média 6,9% dos solidos de milho e 30% do nitrogénio do milho
encontram-se neste residuo liquido, além de conter vitaminas e minerais
(LIGGETT e KOFFLER, 1948).

A viabilidade da substituicdo de extrato de levedura pela agua de
maceracdo do milho como fonte de nutrientes de baixo custo, durante os
processos de fermentacdo tém sido estudada para produzir etanol
(MADDIPATI, 2011).

2.4.3. Agua de Manipueira

Mandioca (Manihot esculenta Cranz) é considerada uma importante
fonte de calorias na alimentacdo humana e para uma grande populacdo em
paises tropicais da Asia, Africa e América Latina (SOCCOL, 1994). Cerca de
60% da mandioca produzidos em todo o mundo é usado para consumo
humano. Outro grande consumidor de mandioca é a industria de alimentagéo
animal, utilizando cerca de 33% da producdo mundial (LAUKEVICS et al.,
1985).

A agua de manipueira € um liquido de cor amarelada que sai da
mandioca no processo de prensagem da producdo de farinha. Quando este
rejeito é desprezado de forma inadequada provoca a poluicdo do solo e das
aguas (rios, riachos e acudes), causando grandes prejuizos ao meio ambiente
e ao homem, que dele necessita para viver. Este despejo pode ser evitado com
a utilizacdo de técnicas corretas de manejo da casa de farinha (SEBRAE,
2008). Cada vez mais produtores descobrem que a manipueira € uma boa
fonte de nutrientes para o solo no cultivo da mandioca, pois ela é rica em

potassio, nitrogénio, magnésio, fosforo, calcio e enxofre e pode ser aplicada no
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solo ou direto na planta. E um adubo organico, ecologicamente correto,

reaproveitado no processo produtivo da mandioca (EMBRAPA, 2011).

Outra utilizacdo deste residuo é seu potencial como substrato
nitrogenado para producdao de amilase em fermentacdo submersa (DE
AZEREDO et al. 2006). Lira et al. (2011) citam que as amilases tém
conquistado um papel importante na conversao do amido em alcool utilizando,
simultaneamente, a sacarificacdo e a fermentacdo (SINGH et al.,, 1995). A
aplicacado das amilases na producdo de etanol tem solucionado, em parte, 0s
problemas que alguns paises apresentam em funcdo da escassez de reservas
de combustivel. O amido presente no meio fermentativo é convertido, através
da acado conjunta das amilases, em glicose que posteriormente é convertida por
fermentacdo em etanol (RAJOKA et al., 2004).

A manipueira (residuo aquoso da mandioca) apresenta quantidades
elevadas de amido, podendo ser uma fonte potencial para a producdo de
bioetanol (LACERTA et al., 2008).

2.5. Micro-organismos Lignoceluloliticos

A biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos constitui um dos mais
importantes ciclos do carbono na natureza, e o entendimento deste processo
representa uma grande contribuicdo para as ciéncias naturais (FERRAZ, 2010).
Existem uma variedade consideravel de micro-organismos, destacando-se
principalmente fungos e actinobactérias, que apresentam diferentes
capacidades em degradar os diferentes componentes da massa
lignocelulésica. Contudo, ainda nao foi isolado um micro-organismo capaz de
degradar todos os componentes da biomassa vegetal, sendo necessario um
consorcio de micro-organismos para se atingir a total hidrélise da massa
lignoceluldsica. As principais enzimas responsaveis pela degradacdo dos
componentes lignocelulésicos sé@o as xilanases, celulases e as lignina-
peroxidases (NASCIMENTO, 2009).

As actinobactérias sdo bactérias Gram positivas que apresentam um
DNA rico em guanina e citosina (G+C > 72%, no género Streptomyces e G+C
de 64 a 72% no género Nocardia) possuindo a capacidade de formar

filamentos em algum estagio de seu desenvolvimento (VOBIS, 1997). As
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enzimas produzidas pelos actinobactérias sdo capazes de degradar compostos
nitrogenados organicos, carboidratos, varios esteréides como colesterol, uma
variedade de compostos arométicos, acetileno e muitos outros. Estudos
recentes vém apontando as actinobactérias como fontes emergentes
promissoras de uma ampla faixa de importantes enzimas de interesse industrial
e ambiental, como aquelas envolvidas na degradacdo de materiais
lignocelul6sicos (GOODFELLOW et al., 1988; FLORES et al., 1997).

A decomposicéo dos residuos lignoceluldsicos pelas actinobactérias as
fazem potenciais fontes para a bioconversdo de residuos em substancias
quimicas de interesse industrial (PIRET e DEMAIN, 1988). As celulases, por
exemplo, sdo capazes de degradar a celulose, podendo ser Uteis nas industrias
téxteis e de detergentes, mas também possuem aplicac6es na area ambiental,
auxiliando no tratamento de efluentes da industria de papel e celulose.
Podemos citar ainda as xilanases que séo responsaveis pela degradacao das
xilanas, utilizadas em industrias de alimento e papeleira, para a fabricacdo de
produtos dietéticos e clareamento de polpas de papel, respectivamente
(STUTZENBERGER e BODINE, 1998; BRECCIA et al., 1995). Além disso,
estas desempenham um papel importante na decomposicdo de hemicelulose
em solos e na recuperacdo de acgucares fermentaveis a partir de hemiceluloses
(BELFAQUIH e PENNINCKX, 2000; STUTZENBERGER e BODINE, 1998;
GARG et al., 1996).

Varios micro-organismos tém sido estudados quanto a sua capacidade
em degradar substratos celulésicos em monémeros de glicose, porém,
isoladamente, ndo apresentam potencial elevado quanto a producdo de
celulases (DAS et.al.,, 2007; YU et.al., 2007). Apenas 0s organismos que
produzem adequados niveis de endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase,
seriam eficientes degradantes da lignocelulose (KUMAR et al.,, 2008). A
degradacdo da lignocelulose é atribuida a um complexo de enzimas, as
lignocelulases, visto que somente pequenos compostos podem ser absorvidos
pela parede celular dos fungos (FERRAZ, 2010).
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2.5.1. Trichoderma sp.

O fungo filamentoso Trichoderma reesei € um organismo hospedeiro
importante para a producdo de enzimas industriais. Adaptado a ambientes
pobres em nutrientes, no qual é capaz de produzir grandes quantidades de
enzimas hidroliticas (JOUHTEN et al, 2009). Segundo Schuster e Schmoll
(2010), este micro-organismo representa um biocatalizador promissor para
aplicacoes industriais.

O Trichoderma reesei QM9414 e o Trichoderma reesei RUTC30 sao
cepas mutagenizadas desenvolvidas com sucesso a partir do Trichoderma QM
6a, com a finalidade de obter um micro-organismo com alta capacidade de
producdo de enzimas celuloliticas (MENDELS, 1975). As celulases tém sido
produzidas por fermentagdo utilizando Trichoderma reesei QM9414 e RUTC30
em diferentes substratos como farelo ou palha de arroz, bagaco ou palha de
cana-de-acucar, farelo de trigo, sabugo de milho e residuo de sisal. Este micro-
organismo, por ser um bom produtor de celulase, tornou-se importante para
estudos desta natureza (BASSO, 2010).

Na verdade, T. reesei é capaz de secretar mais de 30 g / L de proteina
no meio extracelular (CONESSA et al.,, 2001). Tem sido relatado que o T.
reesei possui dois CBH (cellobiohydrolase) genes, cbhl-2, e oito EG
(endoglucanase) genes, egl1l-8, e que CBH I-ll e EG I-VI proteinas sédo
secretadas (FOREMAN et al., 2003).

2.5.2. Penicillium sp.

O fungo Penicillium foi descrito em 1809 na Alemanha. A sua forma
anamorfica pertence ao Reino Fungi, de divisdo insertae sedis, grupo dos
fungos mitospadricos, sub-grupo hifomicetos. Penicillium sp. apresenta célula
conidiogénica do tipo fialidica, que é um dos mais comuns, sendo caracterizado
pela producdo de conidios em sucessao basipetal (conidio mais jovens séo
produzidos na base a partir da extremidade aberta de uma célula
conidiogénica, denominada fialide. (BERGAMIN FILHO et al.,1995). Multiplica-

se vegetativamente por conidios produzidos em cadeia em conidiéforos que se
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ramificam na extremidade, lembrando uma vassoura. Estes conidios, apés
disseminados, produzirdo novo micélio (KIMATI et al., 1978).

A sua forma teleomorfica pertence a familia Trichocomaceae, ordem
Eurotiales, sub-classe Eurotiomycetidae, Classe Eurotiomycetes, Divisao
Ascomycota, Reino Fungi (Index Fungorum, 2010). Os
géneros Erotium sp., Sartoya sp. e Emerilha sp. pertencem a familia do
Eurotiaceae e representam 0s genes mais importantes da fase sexual. As
espécies de Peniciliumsp. tém fases teleomorficas dos géneros
Talaromyces sp. e Eupenicillium sp. (KIMATI et al, 1978).
Existem registrados cerca de 1107 espécies, variedades e formae speciales de
taxons pertencentes ao género Penicillium sp. presentes e descritos em
literatura. Foram  observadas 182 variedades e duas forma
speciales associadas ao género (Index Fungorum, 2010). Penicillium sp. € o
agente causal dos bolores de coloragdo azul ou verde em frutos citricos e
podem causar podriddes de frutos muito comuns nas condi¢cdes de pds-colheita
(KIMATI et al., 1978).

Estudos comprovam seu potencial biotecnolégico, uma vez que é
descrito na literatura como produtor de componentes do sistema celulolitico,
além de ser facilmente encontrado no solo e rapida esporulacdo em diferentes
substratos, inclusive matéria-prima de baixo custo como fonte de C (PRASAD
et al., 2007). Trabalhos indicam a capacidade desta espécie na producdo de
enzimas de interesse industrial (KROGH et al. 2004; CARVALHO, 2007;
GOMES, 2007; HARGREAVES et al, 2008; OLISHEVSKA et al, 2009;
ANDRADE, 2010; MOROZOVA et al, 2010; BAFFI et al, 2011;  DILLON et
al, 2011; LIU et al, 2011).

2.5.3. Streptomyces sp.

Streptomyces € 0 maior género de Actinobacteria, da familia
Streptomycetaceae (KAMPFER, 2006). Mais de 500 espécies de Streptomyces
tém sido descritas. Tal como acontece com as Actinobacterias, estreptomicetos
sdo gram-positivas, e apresentam DNA com alto contetdo de guanina e
citosina (G+C 72%) (VOBIS, 1997). Encontrado predominantemente no solo e

na vegetacdo em decomposi¢cdo, a maioria dos estreptomicetos produzem
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esporos, e sao conhecidos por seu odor de "terra" que resulta da producéo de
um metabdlito volatil. Estreptomicetos s@o caracterizados por um complexo
metabolismo secundario (BROCK, 2005), podendo digerir aglcares, alcoois,
aminoacidos, acidos organicos e compostos aromaticos. Isto € conseguido
através da producdo de enzimas hidroliticas extracelulares . H4 um grande
interesse nestes organismos como agentes de biorremediacdo . Produzem,
ainda, mais de dois tercos dos antibiéticos de origem natural (por exemplo,
neomicina, cloranfenicol) (KIESER, 2000).

Os estreptomicetos tém grande importancia biotecnologica por
produzirem compostos com diferentes atividades biologicas. Assim, esses
microrganismos  sintetizam moléculas que atuam como antibidticos,
antitumorais, imunomoduladores, antiinflamatérios, vasoconstritores e
vasodilatadores, além de terem aplicacdo no tratamento da diabete e como
herbicidas. Algumas foram ainda identificadas como inibidores enzimaticos. Os
antibiéticos sdo os produtos mais importantes da biotecnologia microbiana,
excetuando-se bebidas alcodlicas e queijos (PEREIRA JR., 2008).

Estes micro-organismos tém sido isolados para estudos biotecnolégicos
como produtores de enzimas amidoliticas, para producéo de etanol a partir de
residuos lignoceluldsicos. As enzimas produzidas por actinobacterias séo
capazes de degradar compostos nitrogenados organicos, carboidratos, varios
esterdides como colesterol, uma variedade de compostos aromaticos, acetileno
e muitos outros. Estudos recentes vém apontando as actinobacterias como
fontes emergentes promissoras de uma ampla faixa de importantes enzimas de
interesse industrial e ambiental, como aquelas envolvidas na degradacao de
materiais lignocelulésicos (NASCIMENTO, 2006).

2.6. Enzimas Lignoceluloliticas

Nos ultimos 10 anos, tém-se observado um crescente interesse em
sistemas enzimaticos microbianos que degradem o0s componentes
lignocelulésicos. A producdo de enzimas é um passo importante no processo
de fabricacdo do etanol, pois o processo é altamente sensivel ao custo da
matéria-prima, O uso dos materiais lignocelulosicos como substrato para a

obtencéo de enzimas tem se configurado vantajoso para a industria. O sistema
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enzimatico do Trichoderma reesei € extensivamente estudado, um vez que
esta espécie produz alta concentracdo de enzimas que degradam celulose e
hemicelulose. No entanto, a secregao [-glicosidase extracelular € baixa,
levando & hidrolise incompleta da celulose (DASHTBAN, 2009). E importante
para complementar a atividade do T. reesei 0 uso de enzimas produzidas por
outras cepas, como por exemplo Penicillium sp. ou mutantes T. atroviride
(KOVACS et al., 2009).

Entre as enzimas de alto interesse comercial estdo as glicosidases
como, por exemplo, amilases, celulases, xilanases e quitinases, todas
importantes na degradacdo da biomassa (NASCIMENTO et al.,, 2002;
SEMEDO et al., 2004).

2.6.1. Celulases

Na natureza, a conversdo enzimatica da celulose em glicose por
microrganismos é um desafio que exige a producdo de um complexo sistema
enzimatico composto por celulases. Estas enzimas que coletivamente
apresentam especificidade para as ligagdes glicosidicas -1,4 sdo necessarias
para a solubilizacdo completa da celulose, existindo sinergismo na sua forma
de atuar (MAEDA, 2010). A estrutura da celulose pode ser hidrolisada por
intermédio de um complexo enzimatico que reconhece ligacbes [-1,4 entre
moléculas de glucose, denominado celulases. As celulases sdo membros da
familia de glicosil hidrolases (EC 3.2.1) que hidrolizam oligossacarideos e/ou
polissacarideos (BAYER et al., 1998).

Sendo a célula microbiana impermeavel a molécula polissacaridica, esta
deve ser clivada pela acdo das celulases, sintetizadas intracelularmente e
liberadas para o meio extracelular (GHOSH e GHOSH, 1993). As celulases sdo
produzidas como um sistema multienzimatico, compreendendo basicamente 3
enzimas gue agem sinergisticamente na hidrolise da celulose: endoglucanases
(E.C. 3.2.1.4), que clivam randomicamente o polimero de celulose, alterando
rapidamente o grau de polimerizacdo da celulose, as celobiohidrolases (E.C.
3.2.1.91), que hidrolizam o polimero nos terminais nao-redutores, liberando
celobiose e as celobiases (B-glucosidase, E.C. 3.2.1.21) que sao responsaveis

pela clivagem de pequenas cadeias de celooligossacarideos e celobiose a
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glucose,

utiizada nas vias metabdlicas do micro-organismo (WOOD e

GARCIA-CAMPAYO, 1990; PEREZ PONS et al, 1995; ARISTIDOU e
PENTTILA, 2000; CAO e TAN, 2002). Na tabela 4 estdo apresentados os
cadigos das celulases de acordo com a Enzyme Comission (E.C.), seus homes

oficiais, alternativos e especificidade da reacao (NC-IUBMB, 2008).

Tabela 4— Cdédigos e respectivas enzimas de acordo com Committee of the International Union
of Biochemistry and Molecular Biology.

E_‘::d'gu Nome oficial Nomes alternativos Reacéo catalisada
Beta-1,4-endoglucan hidrolase;
Beta-1,4-glucanase;
Carboximetil celulase; Endohidrdlise de
3214  Celulase Celodextrinase; ligagdes p-1,4-D-
Endo-1,4-p-D-glucanase; glicosidicas da celulose
Endo-1,4-p-D-glucanohidrolase; e beta-glucanas.
Endo-1,4-p-glucanase;
Endoglucanase.
Amigdalase; Hidrolise do terminal
32121  Bglucosidase gDﬂ'.“cmf'de glucohidrolase; B-1-4-D-glicosideo com
elobiase; - ~ .
Gentobiase. liberac&o de glicose
1,4-p-D-glucan glucohidrolase; Hidrolise de ligagdes 1-
39174 Glucan 1,4-p- Exo-1,4-beta-D-glucosidase; 4 em p-D-glicanas com
T glucosidase Exo-1,4-beta-glucanase; remo¢ao sucessiva de
Exo-1,4-beta-glucosidase. unidades de glicose.
1,4-B-celobiohidrolase;
1,4-p-D-glucan celobiohidrolase;  Hidrolise de ligacges [-
32191 Celulose 1,4-p- Avicelase; 1,4-D-glicosidicas em
T celobiosidase. Exo-1,4-p-D-glucanase; celulose e celotetraose,
Exocelobiohidrolase; liberando celobiose
Exoglucanase.
As celulases sdo enzimas modulares que sao compostas

independentemente do formato (a/f), unidades estruturais e funcionalmente

discretas, referidas tanto como dominios como médulos (BAYER et al., 1998).

A hidrélise da celulose é acompanhada tanto pela inversdo quanto pela

retencdo da configuracdo do carbono anomérico, onde em ambos os casos, é

catalisada primariamente por 2 grupos carboxilas localizados no sitio ativo da

enzima. As celulases bacterianas e fangicas usualmente compreendem 2 ou

mais dominios estruturais e funcionais, tal como um dominio catalitico

associado ao dominio celulose-ligante (CBD) comumente organizados em

enzimas de sistemas ndo complexados de organismos aerdbios, e um dominio

catalitico associado a um dominio dockerin, responsavel pelo complexo

18



celulosomo, comumente organizado em enzimas com sistemas complexados
de alguns organismos anaerébios (OHMIYA et al., 1997, BAYER et al., 1998).
Em adic&o, muitas celulases incluem um dominio homdélogo a camada S (SLH),
dominio fibronectina Ill, dominio NodB-like e varias regides com funcdes
desconhecidas. Estes dominios s&do frequentemente conectados por
sequéncias ligantes enriquecidas em &cidos pro e hidroxiaminos (Treonina e
Serina). Dentre os véarios dominios, os dominios catalitico e celulose-ligante
sdo geralmente reconhecidos por serem importantes para a hidrélise da
celulose (TOMME et al., 1995, OHMIYA et al., 1997).

As endoglucanases (EG), ou 1,4-p-D-glucan-glucanohidrolase [EC
3.2.1.4], sao caracterizadas pela sua capacidade em clivar derivados de
celulose substituida, como a carboximetilcelulose (CMC), em uma forma
randémica, produzindo uma mudanca rapida no grau de polimerizacéo. A taxa
de hidrélise de cadeias longas de celo-oligossacarideos é alta, e esta taxa
aumenta com o grau de polimerizacdo. A glucose e a celobiose sdo o0s
produtos finais da reacdo. A transglicosilacdo é caracteristica de algumas, mas
ndo de todas as endoglucanases. A CMC ¢é utilizada como substrato
preferencial na atividade desse grupo enziméatico (CAO e TAN, 2002).

As exoglucanases, também chamadas celobiohidrolases (CBH) ou 1,4-
B-D-glucan-celobiohidrolase [EC 3.2.1.91] séo definidas por sua capacidade em
liberar unidades de celobiose a partir do final ndo redutor da cadeia de celulose
microcristalina. S&o encontradas como 0 maior componente de alguns
sistemas de celulases, mas estdo ausentes em outros. A celulose
microcristalina é utilizada como substrato preferencial nessa reacdo (CAO e
TAN, 2002).

As B-D-glucosidases (EC 3.2.1.21) completam a hidrdlise até glucose a
partir de pequenas cadeias de celooligossacarideos e celobiose, as quais sao
liberadas previamente pelas endoglucanases e exoglucanases. A hidrélise
completa da celulose é o resultado combinado da agéo sinergistica destas trés
enzimas (BON et al., 2008).

As EG hidrolisam primariamente celulose amorfa, como a
carboximetilcelulose (CMC), produzindo acucares redutores e baixando a

viscosidade da CMC. As CBH agem sobre a celulose microcristalina, papel de
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filtro e algodao, e além destes, outros substratos também sao utilizados, como
a xilana, por exemplo. Alguns substratos sao degradados por mais de um tipo
de celulase. O papel de filtro, por exemplo, apesar de sofrer grande parte da
acao das CBH, sofre também acédo das EG, embora em menor intensidade. A
acao conjunta destas enzimas sobre o papel de filtro € conhecida como FPase.
O peso molecular das CBH varia de 41 a 68 kDa, o qual é maior do que o peso

molecular das EG, que varia de 12,5 a 50 kDa. As B-glucosidases agem sobre

soforose (2-0-B-glucopiranosil-D-glucose) e celobiose, possuindo alto peso
molecular (73 a 150 kDa).

Todas essas enzimas parecem ser glicosiladas, mas a quantidade
relativa da porcdo glicidica € variavel. Por exemplo, as p-glucosidases
possuem mais acglUcares do que as CBH e EG, que raramente tém sido
relatadas com algum carboidrato. Possivelmente a glicosilacdo pode nao ser
essencial para a biossintese ou secre¢do destas duas enzimas, porém na CBH
existe uma regido rica em prolina, serina e treonina que é altamente O-
glicosilada, o que pode proteger contra ataques de enzimas proteoliticas
(WOOD e GARCIA-CAMPAYO, 1990). As CBH parecem conter ainda acidos
aminados acidicos (GHOSH e GHOSH, 1993).

Na maioria dos organismos celuloliticos, a sintese de celulases é
reprimida na presenca de fontes de carbono solluveis, facilmente
metabolizaveis, e induzida na presenca de celulose. A inducédo de celulases
parece ser afetada por produtos sollveis gerados pela degradacéo da celulose,
realizada por enzimas celuloliticas sintetizadas constitutivamente em baixos
niveis. Estes produtos s&o, presumivelmente, convertidos em verdadeiros
indutores por reacdo de transglicosilacdo (BEGUIN e AUBERT, 1994;
PETROVA et al., 2002).

Enquanto varias bactérias e fungos podem metabolizar a biomassa
celulésica como fonte de energia (MAHESHWARI et al., 2009), apenas
algumas estirpes sdo capazes de secretar um complexo de enzimas
celuloliticas, que poderiam ter aplicagdo pratica na hidrélise enzimética da
celulose. Além de Trichoderma reesei, outros fungos, como Humicola,

Penicillium e Aspergillus tém a capacidade de producdo de altos niveis de

20



celulases extracelular durante o estado solido, bem como fermentacdo
submersa (MISHRA E NAIM, 2010), (Tabela 5).

Tabela 5 — Micro-organismos importantes empregados na producao de celulases.

Micro-organismos

Género Espécie Referéncias
Aspergillus A. niger Ong et al.,, 2004
A. nidulans Kwon et al., 1992
A. orynze Takashima et al., 1998
Fusarium F. solani Wood e McCrae, 1977
F. oxysporum Ortega, 1990
Humicola H. insolens Schulein, 1997
H. grisea Takashimaet al., 1996

Melanocarpus

M. albomyces

Oinonen et al., 2004

Penicillium P. brasilianum Jorgensen et al., 2003
P. occitanis Chaabouni et al., 1995
P. decumbans Mo et al., 2004
Trichoderma T. reesei Schulein, 1988
T. longibrachiatum Fowler et al., 1999
T. harzianum Galante et al., 1998
Acidothermus A. cellulolyticus Tucker et al., 1989
Bacillus Bacillus sp Mawadza et al., 2000
Bacillus subtilis Heck et al., 2002
Clostridium C. acetobutylicum Lopez-Contreras et al., 2004
C. thremocellum Nochure et al., 1993
Pseudomonas P. cellulosa Yamane et al., 1970
Rhodothemus R. marinus Hreggvidsson et al., 1996
Cellulomonas C. fimi Shen et al., 1996
C. bioazotea Rajoka e Malik, 1997
C. uda Nakamura e Kitamura, 1983

Grigorevvski de-Lima et al.,

Streptomyces S. drozdowiczii 2005
S. sp Okeke e Paterson, 1992
S. lividans Theberge et al., 1992
Thermononospora T. fusca Wilson, 1988
T. curvata Fennington et al., 1982

Fonte: Sukumaran et al. (2005). Adaptado Kumar (2010).

2.6.2. Amilases

As enzimas amidoliticas compreendem as hidrolases que hidrolisam as

moléculas de amido em dextrinas e pequenos polimeros compostos por
unidades de glicose (GUPTA et al., 2003). Conforme seu modo de acdo pode

ser dividido em endo ou exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrolise
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das ligacbes glicosidicas do tipo a-1,4, de maneira aleatoria, no interior da
molécula de amido. Sua acdo resulta na formacdo de oligossacarideos
ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias. Ja as exoamilases
hidrolisam, sucessivamente, as ligacdes glicosidicas a partir da extremidade
nao redutora das mesmas, resultando em pequenos produtos finais (GUPTA et
al., 2003).

As amilases ocorrem amplamente em animais, plantas e
microrganismos. Entretanto, devido as vantagens que oferecem, como menor
tempo de producao, as amilases microbianas tém a preferéncia do mercado de
enzimas (OLIVEIRA, 2007). As amilases produzidas por microrganismos
termofilicos tém recebido consideravel atencdo da industria por serem
termoresistentes e por possuirem caracteristicas importantes como
estabilidade a temperatura e ao ph, diminuindo o risco de contaminacéo,
aumentando a taxa de difusdo dos reagentes e diminuindo os custos com
refrigeracao externa. (SAJEDI et al., 2005).

Alguns micro - organismos produzem uma quantidade limitada de
enzimas dificultando sua aplicacdo industrial. Porém, na maioria dos casos,
adotando-se métodos simples como a utilizacdo de um meio de cultura
especifico e otimizado é possivel aumentar significativamente o rendimento
enzimatico (CARVALHO et al.,, 2008). A producéo industrial de enzimas é
requentemente limitada devido aos custos dos substratos utilizados para o
cultivo dos micro-organismos. Estima-se que por volta de 30 a 40% do custo
envolvido na produgcdo de enzimas esteja relacionado ao meio de cultura
utilizado para o crescimento do microrganismo. Portanto, sua otimizacéo é de
grande importancia para a reducdo dos custos de producao (JOO; CHANG,
2005).

O maior mercado para a aplicagao das a—amilases esta na producéo de
amido hidrolisado na forma de glicose e frutose. O amido é convertido em
xarope de milho com elevado teor de frutose. Devido a sua alta propriedade
adocante, a glicose e a frutose sdo usadas como adocantes na indastria de
refrigerantes. O processo de liquefagdo do amido requer o uso de a—amilase
em conjunto com a glicoamilase que devem apresentar elevada
termoestabilidade (PANDEY et al., 2000; VAN DER MAAREL et al., 2002).
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Na industria de panificacdo, as amilases proporcionam maior volume e
textura a massa. Estas enzimas podem, ainda, retardar o envelhecimento e dar
melhor coloragdo aos paes. A a—amilase flngica confere maior potencial
fermentativo, jA a amiloglicosidase confere melhor sabor e aroma de pées
(NOVOZYMES, 2005).

2.7. Otimizagéao e Planejamento Fatorial

A crescente necessidade da otimizacdo de produtos e processos,
minimizando custos e tempo, maximizando rendimento, produtividade e
qualidade de produtos tém levado profissionais de diferentes formacdes a
buscarem técnicas sistematicas de planejamento de experimentos. Esta
metodologia estatistica foi inicialmente proposta por Box na década de 50,
todavia somente nos dltimos anos houve um aumento crescente e exponencial
no uso das andlises de superficie de resposta e, consequentemente,
planejamentos fatoriais (Figura 3) (RODRIGUES E IEMMA, 2009).

1000 - —
800 -

600 -

400 -
200 | | ‘ \
0 — | s | | — | | ; ; ; ;

Numero de artigos publicados

70-75 76-80 81-85 86-90 91-95 96-00 01-05 06-09
Periodo (1970 a setembro de 2009)

Figura 3. Quantidade de artigos publicados, a cada quinquénio, que utilizaram planejamento
experimental fatorial e anélise de superficie de resposta (Base de dados Food Science and
Tecnology Abstracts — FSTA)

No entanto, para que o uso dessa metodologia atinja os objetivos
desejados, é necessario haver uma interacdo entre o processo, a estatistica e
o0 bom senso, tanto da equipe responsavel por montar os experimentos quanto
da equipe incumbida pela analise estatistica e estratégia dos resultados
(RODRIGUES e IEMMA, 2009).
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Em um experimento de caracterizacdo, usualmente determina-se as
variaveis do processo que afetam a resposta. A etapa mais légica a seguir sera
a otimizacdo, para a qual € necessario determinar a regido de importancia em
que os fatores podem dar uma melhor resposta (MONTGOMERY, 1997). A
otimizacao pode ser dividida em estagios que caracterizam-se por: (i) definicdo
da funcéo objetivo (resposta), podendo ser observado um ou mais critérios; (ii)
determinacdo dos fatores (variaveis) que apresentam influéncias significativas
sobre a resposta que deseja-se otimizar; (iii) otimizacao propriamente dita, isto
€, procurar a combinacdo dos valores dos fatores selecionados que resultem
na melhor resposta (maximizacao ou minimizacado) (NASCIMENTO, 2006).

Haaland (1989) propds de maneira esclarecedora e interessante trés
caminhos que poderiamos adotar para resolucdo de um problema
experimental. Onde para trés variaveis independentes em cinco situacdes
diferentes, o primeiro procedimento necessitaria de 13 ensaios para obtengéo
da resposta desejada, todavia ndo seria possivel detectar a interacdo entre
elas, logo, o melhor resultado obtido ficaria muito aquém do valor otimizado.
Podemos perceber que no segundo caso, seria necessaria uma grande
guantidade de ensaios (125) para explorar todas as combinagcdes dos trés
fatores, tornando-se demorado, de custo inviavel e impossivel de calcular o
erro padrdo, visto que ndo ha nenhum ensaio repetido. No caso do
planejamento fatorial completo, sdo necessarios 17 ensaios, neste caso a
regido de estudos é maior, sendo possivel calcular o erro padrao, uma vez que
0s ensaios subdividem-se em 8 fatoriais (representados pelos vértices do
cubo), 6 nos pontos axiais para testar o0 modelo de 2% ordem e 3 ensaios
repetidos na condicdo central. E possivel, ainda, elaborar um modelo
matematico para determinar as condi¢ces otimizadas, conhecendo-se as
condicoes estatisticas das respostas (Figura 4) (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

24



13
(a) Um fator por vez

(b) Matriz (combinagao 125

de todos fatores)

(c) Delineamento [ P 17
composto central T [P . i
rotacional T

Figura 4. Possibilidades de conduzir experimentos para 3 varidveis estudadas. Analise de uma
variavel por vez, (b) Matriz com todas as combinagfes possiveis e (c) Delineamento Composto
Central Rotacional - DCCR (HAALAND, 1989).

Para cinco fatores, um DCCR necessita de no minimo 45 ensaios, como
na maioria das vezes o processo ainda esté longe das condi¢Bes otimizadas é
inviavel investir diretamente num completo, por isso deve-se explorar as
variaveis num planejamento 2 >* com 3 ou mais repeticdes no ponto central,
analisando seus efeitos sobre as respostas e prosseguir com outros
planejamentos com um numero reduzido de fatores fixados estatisticamente
(RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Em vista disso, ressalta-se que, independente do substrato utilizado, as
metodologias de quantificacdo de enzimas, devem ser desenvolvidas
respeitando-se condi¢cfes cineticamente indispensaveis para a validacao dos
métodos, como por exemplo, a concentracdo e tratamento do substrato, as
condicdes e tempo de incubacdo e a devida andlise e selecdo das variaveis
que interferem no processso (COPELAND, 2000).
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Capitulo 1

PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE CELULASES
POR PENICILLIUM SP. 1S-07 e TRICHODERMA REESEI RUT-
C30 UTILIZANDO PALHA DE CANA-DE-ACUCAR E MILHOCINA
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RESUMO

FERREIRA, M. A. PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE
CELULASES POR PENICILLIUM SP. IS-07 E TRICHODERMA REESEI RUT-
C30 UTILIZANDO PALHA DE CANA-DE-ACUCAR E MILHOCINA

Dentre os residuos lignoceluldsicos disponiveis no Brasil, 0 bagaco e a palha
de cana-de-acucar constituem-se como fontes de Carbono e podem ser
adicionados no meio de cultura para producdo de celulases fungicas. Além
disso, a milhocina também é bastante vantajosa para ser adicionada ao meio
de cultura, como a principal fonte de Nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo enzimatica de CMCase e FPase obtidas nas melhores
condicbes de cultivo, determinando os seus o6timos de pH e temperatura,
utilizando palha de cana-de-acucar e milhocina pela estirpe Penicillium sp. IS-
07 em comparacdo ao Trichoderma reesei RUT-C30, que €& uma estirpe
mutante altamente produtora de enzimas, através da fermentacdo submersa,
seguindo um planejamento experimental com o auxilio do software STATSOFT
7.0%. Os resultados obtidos para a atividade CMCase de 1.179,19 U.L? a
60°C, em pH 5,0 por Penicillium sp. IS-7 em comparacdo ao Trichoderma
reesei RUT-C30 (1.083,90 U.L™* a 60°C, em pH 7,0); e, para a atividade FPase
de 293,8 U.L™ & 80° C, em pH 9,0 (Penicillium sp. 1S-7) e 244,2 U.L" 4 60° C,
em pH 6,0 (Trichoderma reesei RUT-C30), mostraram a potencialidade dos
residuos lignocelulésicos como substrato de baixo custo para a producdo de

celulase pela estirpe Penicillium sp. 1S-07.

Palavras-chave: Carboximetilcelulase, papel de filtro, Endoglucanase
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ABSTRACT

Ferreira, M. A. PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF
CELLULASES BY PENICILLIUM SP. 1S-07 AND TRICHODERMA REESEI
RUT-C30 USING OF SUGAR CANE STRAW AND CORN STEEP LIQUOR

Among the lignocellulosic residues available in Brazil, bagasse and sugar cane
straw are sources of C and can be added in culture media for the production of
fungal cellulases. In addition, corn steep liquor is also quite advantageous to be
added to the culture media, as the main source of N. The objective of this study
was to characterize enzyme CMCase and FPase obtained the best growing
conditions, determining their optimal pH and temperature, using sugar cane
straw and corn steep liquor by the strain Penicillium sp. 1S-07 compared to
Trichoderma reesei RUT-C30, a mutant strain that is highly producing enzymes
by submerged fermentation, following an experimental design with STATSOFT
7.0 ® software. The results obtained for the CMCase activity of 1179.19 U.L™" at
60 °C at pH 5.0 by Penicillium sp. IS-7 compared to Trichoderma reesei RUT-
C30 (1083.90 UL™ at 60 °C, pH 7.0), and for the activity of 293.8 FPase UL™ to
80° C at pH 9,0 (Penicillium sp. 1S-7) and 2442 U.L™* at 60° C, pH 6,0
(Trichoderma reesei RUT-C30) showed the potential of lignocellulosic residues
as low cost substrate for the production of cellulase by Penicillium sp strain. IS-
07.

Keywords: Carboximetilcelulase, filter paper, endoglucanase
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INTRODUCAO

Uma das principais areas de pesquisa em biotecnologia com lignocelulose
tem sido impulsionada pela necessidade de isolar e identificar microrganismos
gue sejam hiper-produtores e / ou suficientemente eficientes para suportar as
condi¢cbes da aplicacdo pretendida, ou ainda, que sejam bons produtores de
enzimas lignoceluloliticos. Estudos visam ndo apenas enzimas que possam
quebrar lignocelulose rapidamente, mas também enzimas mais estaveis,

altamente ativas e especificas para aplica¢c6es industriais (HOWARD, 2003).

Na natureza, existe uma variedade de microrganismos que produzem
celulases, entretanto apenas alguns sdo conhecidos como celuloliticos, ou
seja, capazes de degradar a celulose natural. Em geral, os fungos que
decompdem substancias lignoceluldsicas ocorrem no solo, colonizando raizes
e residuos vegetais, reciclando, assim, os nutrientes (AGUIAR FILHO, 2008).
Em condi¢Bes de laboratorio diversos substratos sé@o utilizados com o objetivo
de se induzir e/ou medir a atividade do complexo lignocelulolitico total, tais
como: algodao, papel de filtro, carboximetilcelulose (CMC) e residuos agricolas
(AGUIAR e MENEZES, 2000). Para obtencdo de elevada producdo da
atividade enzimatica, os residuos agricolas podem ser triturados e enriquecidos
com fontes extras de nitrogénio, vitaminas e minerais (AGUIAR FILHO, 2008).
Os indutores da sintese enzimatica lignocelulolitica dos fungos variam a
depender da concentracdo em que se encontram, ou pela presenca de
acucares no meio de crescimento (GONG e TSAO, 1975).

Os processos submersos sdo aqueles em que a célula produtora se
desenvolve no interior do meio de cultivo, geralmente agitado e, no caso de
fermentacdes aerdbicas, 0 oxigénio necessario a populacdo em
desenvolvimento é suprido, através de um compressor, por borbulhamento de
ar no liquido. Estes processos exibem uma série de vantagens em relacdo aos
processos em superficie, tais como: manipulacdo de maior volume de meio; a
massa de células responsaveis pela transformacdo fica, uniformemente,
submersa no meio nutriente, que pode ser ajustado para fornecer as condi¢des
ideais de crescimento e producédo; absorcdo de nutrientes e excrecdo de

metabdlitos sdo realizadas com maior eficiéncia (PEREIRA JR., 2008).
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Atualmente, a maioria das fermentacdes industriais importantes é
realizada por processo submerso, possibilitando um sistema de cultivo
homogéneo, com facilidade de controle das variaveis fisico-quimicas e maior
eficiéncia de adsorcdo e excrecdo de metabolitos secundarios pela célula,
levando a menores tempos de processo e consequentemente, a ganhos de
produtividade (BON et al., 2008).

O maior desafio para aplicacdes biotecnoldgicas de celulases em grande
escala permanece sendo o da sua utilizagdo para obtenc&o de glucose a partir
da grande massa renovavel de residuos celulésicos disponiveis durante todo o
ano. A fermentacdo da glucose em solventes e combustiveis, particularmente
etanol e butanol, poderdo vir a fornecer uma substituicdo parcial para os
combustiveis fosseis (BON et al., 2008).

Comumente, 0s parametros mais importantes quando se avalia a
producdo enziméatica para hidrolise sdo as atividades enziméticas de FPase
(Filter paper activity) e de B-glicosidase. A atividade FPase representa a
atividade total de celulases na degradacdo de uma fita de papel de filtro
(GHOSE, 1987). Como o papel de filtro apresenta um alto indice de
cristalinidade, acredita-se que a atividade mais expressiva para a degradacéao
do papel seja a de exoglucanase. Assim, ao se dosar as atividades FPase e -
glicosidase, seria possivel balancear as atividades necessarias para
degradacdo total da celulose a glicose. Alguns trabalhos relatam que para que
haja a hidrélise completa da celulose uma relacdo de exoglucanases: [3-
glicosidases de 1:1 é necessaria (JUHASZ et al., 2005).

Um dos microorganismos comerciais que apresentam producao eficiente
de enzimas com atividades especificas elevadas é o T. reesei, liderando, assim
as pesquisas no mercado de enzimas lignoceluloliticas (LEVY et al., 2002).
Um mercado promissor que apresentou um faturamento em 2004 de US$ 2,3
bilhdes, estimando-se um crescimento para os proximos dez anos de 5,7% ao
ano, em valor transacionado, podendo atingir US$ 4 bilhdes no ano de 2014
(FREEDONIA®, 2005).
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Material e Metédos

Microrganismos estudados

Os microrganismos utilizados foram a estirpe Penicillium sp. I1S-07, e a
estirpe Trichoderma reesei RUT C-30 (ATCC: 56765) utilizada para efeito de
comparagao.

O fungo Penicillium sp. 1S-07 j& havia sido isolado de sedimento de
restinga na Area de Protecdo Ambiental de Guaibim, municipio de Valenca, BA
e o T. reesei RUT-C30 adquirido em forma de suspensdo de esporos na
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Sendo mantidas na forma de
suspensdo de esporos padronizada (5,2 x 108 UFC/mL) em glicerol 20%, a -
30° C, obtida a partir do crescimento em meio soélido de &gar batata, conforme

o Esquema 1.

Producédo de Celulase em Fermentagdo Submersa

Para a producdo de FPase (Filter paper activity) e CMCases
(carboximetilcelulose) em fermentacdo submersa, as células foram cultivadas
em meio de sais mineirais (BRECCIA et al., 1995) modificado contendo (g/L):
2,0 NaCl; 3,0 KH2POy; 6,0 K;HPO4; 0,2 MgS0,4.7H,0; 0,02 CaCl,.2H,0 e 1 mL
de Solucdo de elementos tracos (0,64g CuS04.5H,0; 0,159 ZnS0,4.7H,0;
0,11g FeS0,4.7H,0; 0,79g MnCl,.4H,0), variando as concentracfes de palha
de cana e milhocina, agitacdo, temperatura e concentracdo de indculo de
acordo com a matriz do planejamento fatorial fracionado 2°*, como descrito nas
Tabelas 6 e 7. O fungo Penicillum sp. IS-07 foi cultivado em frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio de sais (pH 6,8), sendo
inoculado com suspensdo de esporos padronizada (5,2 x 108 UFC/mL), obtida
de acordo com Hopwood et al. (1985). Os frascos foram durante 6 dias,
coletados diariamente (foi escolhido o melhor dia para a utilizagdo das matrizes
do planejamento fatorial). Os sobrenadantes brutos, obtidos através da
centrifugacéo a 2.086 g / 15 min, foram filtrados em filtros de fibra de vidro

(Whatman) e congelados (-20°C) para analises posteriores.
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Esquema 1 — Preparacéo e padronizagdo da suspenséo de esporos (Hopwood et al, 1985).

Inocular o microrganismo em 12 garrafas de Roux contendo meio de agar batata e incubar a 30° C por 7

dias (formagéo do micélio aéreo)

J

Lavar as garrafas com 20 mL solugéo salina estéril (formagéao da suspenséo de esporos)

4

Retirar os 20 mL de suspenséo e passar em filtro contendo 1a de vidro previamente esterelizado por
autoclavacao, transferindo o filtrado para Tubos de Falcon (Separagéo dos esporos do micélio)

J

Centrifugar (3.000 rpm / 15 min)

J

Desprezar o sobrenadante e ressuspender o “pellet” formado (esporos) em 5 mL de solucéo salina 0,85%

J J

Retirar 1 mL e diluir em 9 mL de salina 0,85%,

repetindo-se este procedimento até perfazer Centrifugar e desprezar o sobrenadante
10 diluicdes (10™°)

4 J

Determinar a concentracdo de esporos através do Ressuspender o “pellet” formado em 4mL
plagueamento das varias diluicbes em meio de de solucdo glicerol 20%
&gar batata (28° C / 7 dias), seguido da e estocar a —20° C

contagem de coldnias

Tabela 6 — Valores utilizados para composi¢cdo da matriz do delineamento fatorial fracionado
para producéo de celulases por Penicillium sp. IS-7 e Trichoderma reesei RUT-C30.

Nivel -1 0 +1
Agitacéo 100 150 200
Temperatura 25 30 35
% Fonte de C 0,8 1,6 2,4
% Fonte de N 0,3 0,9 15
In6culo (uL) 25 50 75
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Tabela 7 — Delineamento fatorial fracionado 2°* para producéo de celulases por Penicillium sp.
IS-7 e Trichoderma reesei RUT-C30 (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Ensaios  Agitagcdo Temperatura % Fonte C % Fonte N Indculo (pL)
1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0

Apés analise destas variaveis, foi realizado um Delineamento

Composto Rotacional (DCCR) com as variaveis significativas.

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Central

A otimizacdo das condicbes de producdo de CMCase e FPase, foi

realizada por um DCCR, ou seja, um 27 incluindo 4 ensaios nas condicdes

axiais e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 11 ensaios, como mostra a
tabela 8 (RODRIGUES e IEMMA, 2009). A variavel dependente selecionada

para este estudo foi a atividade enzimatica, expressa em U.L™, enquanto que

as variaveis independentes foram a concentracdo das fontes de carbono e

nitrogénio.
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Como fontes de carbono, foram utilizadas palha de cana-de-acucar,
carboximeticelulose e papel de filtro, enquanto que a fonte de nitrogénio
utilizada foi a milhocina. O sistema foi conduzido em frascos de Erlenmeyers
(250 mL), por fermentacdo submersa, e a melhor combinacéao entre as fontes
de cada experimento, bem como, o dia que apresentou maior atividade
enzimatica, foram analisados, afim de definir faixas mais adequadas para cada
resposta. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
STATSOFT 7.0®.

Tabela 8 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (valores codificados) para
determinacé@o da atividade enzimética das estirpes Penicillium sp. IS-7 e Trichoderma reesei
RUT-C30 (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

ENSAIO Fonte de C (%) Fonte de N (%)

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Ensaios Analiticos
Medida dos acgucares redutores
A gquantidade de acUcares redutores presentes nos sobrenadantes foi

determinada através da metodologia DNS - acido dinitrosalicilico (Miller, 1959).

Atividade de Endoglucanase (CMCase): Foi determinada através da medida
dos acucares redutores produzidos durante a incubacéo de 1,0 mL do extrato
enzimatico com 1,0 mL de solucéo 2,0% (p/v) CMC em tampéao citrato de sodio
50 mM pH 4,8, a 50° C durante 20 min (GHOSE, 1987). A leitura foi feita em
espectrofotometro a 540 nm e para a confec¢do da curva padrdo, foi utilizada

solucéo de glicose 0,04 M (MILLER, 1959).
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Atividade de Endo e exoglucanase (FPase): Foi determinada através da
medida dos aguUcares redutores produzidos durante a incubacao de 1,0 mL do
extrato enzimético diluido em 0,5 mL de tampéo citrato de sédio pH 4,8
contendo uma tira de papel de filtro (aproximadamente 50 mg), a 50° C durante
60 min (GHOSE, 1987), o produto da reacdo foi medido
espectrofotometricamente a 550 nm (MILLER, 1959).

Determinacao do perfil 6timo de temperatura

O estudo foi realizado sob as mesmas condi¢cdes descritas no item
anterior. As temperaturas de incubagdo variaram numa escala de 10 em 10
graus de 20 a 90° C. A mistura reacional foi incubada em banho-maria a pH
4,8, nas respectivas temperaturas (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005), e apds o
tempo de reacédo, a atividade foi interrompida em banho de gelo. A dosagem
dos acucares redutores produzidos ap0s a atividade enzimatica foi determinada
pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).

Determinacéo do perfil 6timo de Ph

Para o estudo do efeito do pH, a atividade foi determinada na
temperatura 6tima obtida a partir do item anterior. A mistura reacional foi
incubada em banho-maria, com as faixas de pH variando de 2,0 a 10,0,
utilizando como tampdes: Glicina-HCI 50mM (pH 2,0 e 3,0), Citrato de sddio
50mM (pH 3,0;4,0;5,0 e 6,0), Fosfato 50mM (pH 6,0; 7,0 e 8,0), Tris-HCI 50mM
(pH 8,0 e 9,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10,0).

Os tampbes foram preparados de acordo com o0s procedimentos
descritos por Colowick e Kaplan (1955). A mistura reacional foi incubada em
banho-maria, nos respectivos pH e apés o tempo de reacdo a atividade foi
interrompida em banho de gelo. A dosagem dos agucares redutores produzidos

apos atividade enzimatica foi determinada pelo método DNS (MILLER, 1959).
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RESULTADOS

O estudo foi realizado, inicialmente, avaliando a capacidade da estirpe
fungica Penicillium sp. 1S-07 na producédo das enzimas CMCase e FPase em
fermentacdo submersa, utilizando diferentes concentracdes de palha de cana,
milhocina e inoculo, bem como, diferentes variagbes da agitacdo e
temperatura. Para efeito comparativo o mesmo estudo foi realizado para a
estirpe Trichoderma reesei RUT-C30. Através do delineamento fatorial
fracionado 2°* foi possivel determinar as variaveis para compor o DCCR para

producéo de celulase.

Fermentacao por Penicillium sp. IS-07

Assim, foi constatada maiores atividades no quarto dia de fermentacéo
tanto para CMCase quanto para FPase. A tabela 9 mostra que a maior
atividade CMCase (346,85 U.L™) foi obtida quando se utilizou agitacdo de 100
rom a 35°C em 2,4% de palha de cana e 1,5% de milhocina, acrescido de 25
ML de in6culo. O resultado gerado pelo programa estatistico demonstra que
esta atividade estava préxima ao predito (330,20 U.L™).

Enquanto para a atividade FPase as melhores condicbes foram em
agitacao de 200 rpm a 25° C com 0,8% de palha de cana e 1,5% de milhocina,
acrescido de 50 uL de inoculo, o dado predito pelo programa (117,29 U.L™)
corrobora com a maior atividade obtida (120 U.L™).
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Tabela 9: Matriz do delineamento fatorial fracionado 2°* (valores reais), com resultados obtidos
e preditos para a estirpe Penicillium sp. IS-7

Valores Reais Atividade CMCase Atividade FPase
Agitacdao Temperatura Palhade Milhocina Inéculo Observado Observado
Ensaios  (rpm) (°C) cana (%) (%) (uL) (UL  Predito (UL") Predito
1 100 25 0,8 0,3 75 24,00 7,34 20,00 17,29
2 200 25 0,8 0,3 25 76,00 59,34 16,00 13,29
3 100 35 0,8 0,3 25 139,00 122,34 16,00 13,29
4 200 35 0,8 0,3 75 101,30 84,64 6,00 3,29
5 100 25 2,4 0,3 25 80,00 63,34 24,00 21,29
6 200 25 2,4 0,3 75 93,00 76,34 78,00 75,29
7 100 35 2,4 0,3 75 130,00 113,34 22,00 19,29
8 200 35 2,4 0,3 25 91,00 74,34 42,00 39,29
9 100 25 0,8 15 25 48,08 31,42 60,00 57,29
10 200 25 0,8 15 75 182,01 165,36 120,00 117,29
11 100 35 0,8 15 75 250,70 234,04 80,00 77,29
12 200 35 0,8 15 25 180,30 163,64 52,00 49,29
13 100 25 2,4 1,5 75 137,37 120,71 80,00 77,29
14 200 25 2,4 15 25 63,00 46,34 10,00 7,29
15 100 35 2,4 15 25 346,85 330,20 48,00 45,29
16 200 35 2,4 15 75 303,93 287,27 70,00 67,29
17 (C) 150 30 1,6 0,9 50 29,19 123,75 28,00 43,79
18 (C) 150 30 1,6 0,9 50 53,23 123,75 30,00 43,79
19 (C) 150 30 1,6 0,9 50 22,32 123,75 30,00 43,79

De acordo com os resultados obtidos na estimativa dos efeitos
selecionou-se, com niveis de significAncia (p - valor) inferiores a 5% as
variaveis temperatura e milhocina para realizacdo do estudo DCCR para a
atividade CMCase (Tabela 10).

Tabela 10 - Estimativa dos efeitos para a Atividade CMCase do Penicillium sp. 1S-7.

Estimativas por Intervalo

Fatores Efeito PE(;rr%o t(13) p - valor Dimite (95%) Dimite
Inferior Superior
Média 140,408 14,299 9,819 0,0000 109,253 171,563
Curvatura -210,988 71,970 -2,932 0,0126 -367,797 -54,179
Agitacéo -8,183 28,598 -0,286 0,7797 -70,492 54,127
Tem(;)rt)errns?tu ra 104,952 28,598 3,670 0,0032 42,642 167,261
PalhsE d?cana 30,471 28,598 1,065 0,3076 -31,839 92,780
Mi(lgfj\cl)cLi)na 97,242 28,598 3,400 0,0053 34,932 159,551
Ir(m?)c/;llj;l)o 24,759 28,598 0,866 0,4036 -37,550 87,069
puL
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A tabela 11 demonstra que para a atividade FPase, a variavel milhocina
também foi significativa juntamente com a concentracdo do inoculo. Estes
resultados podem ser visualizados com melhor exatiddo na figura 5A e 5B,
diagrama de Pareto, gerado com base nos resultados anteriores, tanto para
CMC gquanto para FPase.

Foi necessario checar a curvatura, uma vez que 0S pontos centrais
apresentaram valores inferiores aos outros ensaios, tornando o erro padréo
muito alto. Desta forma foi possivel adequar os resultados ao modelo fatorial

fracionado.

Tabela 11 - Estimativa dos efeitos para a Atividade FPase do Penicillium sp. IS-7

Estimativas por Intervalo

rores (S S, D pevas
Inferior Superior
Média 46,500 6,227 7,468 0,0000 32,933 60,067
Curvatura -34,333 31,341 -1,095 0,2948 -102,620 33,954
Agitacéo 5,500 12,454 0,442 0,6666 -21,635 32,635
Terrf;;?gtura -9,000 12,454 -0,723 0,4837 -36,135 18,135
Palha( dcg cana 0,500 12,454 0,040 0,9686 -26,635 27,635
Mil(f?(l)lz:)ina 37,000 12,454 2,971 0,0117 9,865 64,135
In?(l:la))lo 26,000 12,454 2,088 0,0588 -1,135 53,135
puL
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Figura 5. Diagrama de Pareto para atividade CMCase (A) e FPase (B) . Delineamento fatorial
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Otimizacédo da producdao de celulase por Penicillium sp. 1S-07
Atividade de Endoglucanase (CMCase)

De acordo com os resultados obtidos no planejamento fatorial foram
selecionados o melhor tempo de fermentacdo e as melhores condi¢cbes para
construcdo da superficie de resposta e através desta andlise definir as
condi¢bes otimizadas, com base na significancia da resposta. Para o estudo de
otimizacdo da celulase realizou-se um Delineameto Composto Central
Rotacional (DCCR) para cada uma das respostas obtidas para que o0s

principais efeitos das variaveis pudessem ser avaliados.

A tabela 12 apresenta a matriz do DCCR com os valores reais e as
respostas para a atividade observada e predita pelo modelo estatistico para a
CMCase. As variaveis agitagdo (200 rpm) e fonte de carbono [2,4% (p/v)] foram
fixadas nos pontos maximos e a concentracdo do inoculo foi de 75 uL. Nota-se
que os resultados para atividade CMCase variaram entre 19,85 e 718,63 U.L™,
sendo que o maior valor obtido ocorreu com a temperatura maior axial de
37,05° C e a milhocina no ponto central [1,0% (p/v)]. Analisando os resultados
pode-se perceber que com uma temperatura entre 30° C e 37,05° C obteve - se
maiores valores de atividade enzimatica, bem como valores fixados acima de
1,0% de milhocina. Comprovando, portanto, a importancia das duas variaveis
(temperatura e milhocina) no processo de otimizacgao.

Tabela 12. Matriz do DCCR (valores reais), com resultados obtidos e preditos na atividade
CMCase para o fungo Penicillium sp. IS-7.

Valores Reais Atividade CMCase (U.L")
Ensaios Temperatura (°C) Milhocina (%) Observado Predito
1 25 0,50 206,46 141,85

2 35 0,50 27,79 159,54

3 25 1,50 242,19 210,91

4 35 1,50 432,77 597,85

5 22,90 1,00 154,84 243,57

6 37,05 1,00 718,63 528,84

7 30 0,30 19,85 -7,04
8 30 1,70 424,83 350,65

9 (C) 30 1,00 551,88 524,49
10 (C) 30 1,00 551,88 524,49
11 (C) 30 1,00 468,50 524,49
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Para os resultados experimentais da atividade enziméatica em funcédo da
relagdo entre temperatura e milhocina analisou-se através do coeficiente de
regressao os valores de p. Estdo representados na tabela 13 os parametros
lineares (L), a interacdo e o termo quadratico (Q) das duas variaveis estudadas
com um coeficiente de correlacdo de (R?) de 0,86 e nivel de significancia (p)
inferiores a 5% para a atividade CMCase. Com um p-valor de 0,034, a
milhocina em termo quadratico forneceu subsidio para proceder com a

validacéo deste resultado.

A Equacgao 1 apresenta os parametros significativos e ndo significativos
para as respostas da atividade CMCase. O valor de Rz indica que os resultados
foram explicados pela equacdo empirica proposta com 86% da variabilidade

dos dados.

Tabela 13. Coeficiente de regressdo para a resposta atividade CMCase do Penicillium sp.IS-7.

Coeficientes Limite de Coeficiente
Fatores de Padrio t (5) p - valor 95%
regress&o T IO +95%
Média 524,487 83,472 6,283 0,002 309,914 739,060
(1) 101,158 51,193 1,976 0,105 -30,438 232,754
Temperatura ’ ’ ’ ’ ’ ’
(L)
Temperatura -69,555 61,087 -1,139 0,306 -226,583 87,473
Q)
(2) Milhocina 126,843 51,193 2,478 0,056 -4,753 258,439
(L)
Milhocina -177,396 61,087 -2,904 0,034 -334,424 -20,368
Q)
1(L)X2(L) 92,311 72,290 1,277 0,258 -93,517 278,138

Equacdo 1: Y = 524,5 + 101,1x; — 69,5x:% + 126,8x2 - 177,4%,2 + 92,31x1%>

De acordo com o Diagrama de Pareto apresentado na figura 6, para a
atividade da celulase, somente a milhocina (Q) apresentou efeito significativo (p
= 0,034) para o nivel de confianca de 95% e a milhocina (L) poderia ser
considerado marginalmente significativo devido ao p-valor (0,056) estar

préximo do valor considerado para este parametro (0,05).
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Figura 6. Diagrama de Pareto para atividade CMCasica do Penicillium sp.IS-7 para o
Delineamento composto central rotacional (DCCR).

Para ilustrar os efeitos das variaveis na atividade CMCase, séo
apresentadas as superficies de resposta e curvas de contorno na Figura 7 (A e
B), mostrando a regido de otimizacdo das variaveis em relacdo a resposta da
atividade celulasica. Verifica-se que as regifes de otimizagdo (em vermelho
escuro) apresentaram valores de 1,3% de milhocina, todavia, com o objetivo de
encontrar o ponto correspondente de maximizacao para a atividade, dentro da
regido de otimizagdo, as escalas foram implementadas de acordo com seus
valores reais, logo este corresponde a 1,5% de milhocina. Estes dados
sugeriram, portanto, fixar a temperatura em 37,05° C e variar os valores da

milhocina para proceder com a validac&o dos resultados.
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Figura 7. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a atividade CMCase do
Penicillium sp.IS-7 em funcdo da temperatura e milhocina.
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De acordo com ANOVA (tabela 14) verifica-se que 0 Fcaculado (3,28), foi
inferior ao Fiapelado (5,05), com coeficiente de determinacao de 80 %, o teste F
ndo foi significativo para descrever os resultados através da superficie de

resposta.

Tabela 14. ANOVA para atividade CMCase no quarto dia de fermentacio com palha de cana e
milhocina

Fonte SQ GL 0]\Y/ F. Ftan
de variagado

Regressao 342903,10 5 68580,62 328 505
Residuos 104517,10 5 20903,42 ’ ’
Total 447420,20 10 89484,04

% variacdo explicada (RZ) =0,8016 F5;5;0,05 = 5,05

Atividade de FPase

Com base nos resultados adquiridos no planejamento fatorial
fracionado para atividade FPase, selecionou-se o quarto dia de fermentacéo,
definindo — se as melhores condi¢cdes para o DCCR. A tabela 15 consiste dos
valores reais e as respostas para a atividade FPase, bem como os valores

preditos pelo Statistica 7.0.

As variaveis foram fixadas em agitacdo (100 rpm), fonte de carbono
[2,4% (p/v)] e temperatura de 25° C, concentracdo do inoculo foi de 75 pL.
Pode-se perceber que os resultados para atividade FPase variaram entre 1,99
e 123,08 U.L?, sendo que o maior valor obtido ocorreu quando foi acrescido
1,7% de milhocina (maior axial) e concentracdo de indculo de 50 uL, valor
utiizado no ponto zero do planejamento. Uma andlise criteriosa destes
resultados permite inferir que valores de concentragéo de inoculo abaixo de 50
ML, ocorre uma gqueda bastante significativa na atividade independente da

guantidade de milhocina, com a concentragéo de esporos utilizada (5,2 x 10%).
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Tabela 15. Matriz do DCCR (valores reais), com
FPase para o fungo Penicillium sp. I1S-7.

resultados obtidos e preditos na atividade

Valores Reais

Atividade FPase

Ensaios Milhocina (%) Inéculo (pL) Observado (U.L?) Predito
1 0,5 25 13,90 1,80

2 1,5 25 13,90 45,67

3 0,5 75 115,10 81,68

4 1,5 75 71,47 81,91

5 0,3 50 29,78 61,72

6 1,7 50 123,08 92,81

7 1,0 14,7 1,99 -12,31

8 1,0 85,3 53,60 69,56
9(C) 1,0 50 83,40 83,39
10 (C) 1,0 50 81,40 83,39
11 (C) 1,0 50 85,40 83,39

A analise estatistica dos resultados, através do coeficiente de regressao

permite relatar uma estimativa de efeitos, conforme a tabela 16, onde a

concentracdo de inoculo, em termo quadrético foi positivo e significativo, pois

apresentou p — valor (0,045) menor que 5% (p<0,05)

A equacgédo 2 apresenta 0s parametros significativos e nao significativos

para as respostas da atividade FPase. O indice de correlagdo (R?) foi de 0,72.

Observa-se pela equacéo que a atividade FPase foi influenciada positivamente

pelas variaveis X; € Xp, mostrando que sua atividade aumenta com o aumento

de suas concentragoes.

Tabela 16. Coeficiente de regressao para a resposta atividade FPase do Penicillium sp. 1S-7.

Coeficientes

Limite de Coeficiente

Fatores regr((jaiséo PE(;rr%o t(5) p - valor T95% + 95%

Média 83,393 17,861 4,669 0,005 37,481 129,306

(1) Milhocina 11,024 10,954 1,006 0,360 -17,134 39,181
Milh(l(;z:ina -3,084 13,071 -0,236 0,823 -36,683 30,516
(2) Ir(1(c?))cu|o 29,030 10,954 2,650 0,045 0,872 57,187
Incj(tzjlo -27,548 13,071  -2,108 0,089 -61,147 6,052

1 (L)(S)Z (L) -10,909 15,468  -0,705 0,512 -50,671 28,852
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Equacado 2: Y =83,4 + 11,02x; — 3,1x1% + 29,0%2 - 27,52 - 11,0%1X»

Para a atividade FPasica, apresentada pelo Diagrama de Pareto na

figura 8, nota-se que apenas a concentracdo de inoculo com efeito linear foi

estatisticamente significativo para o nivel de confianca de 95%.

(2)Concentragéo do Inéculo(L)

Concentracado do In6culo(Q)

(1)Milhocina(L)

1Lby2L

Milhocina(Q)

1,006385

-,235922

-,705288

~ 1-2,10758

2,6504

p=,05

Figura 8. Diagrama de Pareto para atividade FPasica do Penicillium sp. IS-7. Delineamento

composto central rotacional (DCCR).

A figura 9 ilustra os efeitos das variaveis na atividade FPase, por meio

das curvas de contorno e superficie de resposta, mostrando a regidao de

otimizacdo. As curvas de contorno mostram que o maximo de atividade

FPasica se encontra na faixa de 0,50% (valor 0,65 na superficie) em proporcéo

de milhocina e acima de 50 uL de inoculo, indicando que o aumento da

concentracdo do inoculo (p= 0,045) resultara em maiores valores na atividade,

devendo, a milhocina, ser fixada em [1,0% (p/v)], para validacdo da resposta

FPasica.
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Figura 9. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a atividade FPase do
Penicillium sp. 1IS-7 em fungdo da milhocina e concentragédo de inéculo.

Para verificar a significancia do modelo foi calculada a analise de

variancia (ANOVA), baseado no teste F. Assim, com um valor F caiculado (1,60)
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menor que 0 F tapelado (5,05), 0 modelo ndo foi adequado para descrever os

resultados através da superficie de resposta (TABELA 17).

Tabela 17. ANOVA para atividade FPase no quarto dia de fermentacéo

Fonte de SQ GL QM Fc Ftab
variagcao

Regressao 7686,22 5 1537,24

Residuos 4785,16 5 957,03 1,60 >,05
Total 12471,38 10 2494,27

% variacdo explicada (R%) = 0,72; F5;5;0,05 = 5,05

Confirmagao experimental das condi¢gdes otimizadas

Em um planejamento experimental, € importante realizar, apos a
otimizacdo, ensaios em triplicata para verificar a dindmica de producdo da
enzima para validar experimentalmente as condicbes estabelecidas pela
analise de superficie de resposta.

Assim, para validacdo da atividade, foram mantidas as condigbes a
otimizacao, variando, somente, a milhocina que foi estatisticamente significatica
a 95% de confianca. Desta forma o processo foi realizado com uma agitacéo
de 200 rpm e concentracdo de palha de cana em [2,4% (p/v)] e de in6culo 75
ML, sendo a temperatura fixada em 37,05° C e variando —se a concentragcao de
milhocina a partir do valor codificado (+1), em: [1,5; 1,7; 1,9 e 2,1% (p/v)]. O
resultado destes ensaios pode ser conferido na tabela 18.

De acordo com a tabela 18, obteve-se maxima atividade CMCase
(1056,1 U.L™Y), quando foi utilizado 1,9% de milhocina. Com base nestes
resultados foi possivel selecionar o extrato enzimatico das condi¢cdes do ensaio

trés para fazer a determinacao do perfil 6timo de temperatura e pH.

Tabela 18. Validag&o dos resultados obtidos com a atividade CMCase por Penicillium 1S-7.

Milhocina Atividade CMCase
Ensaio (%) (U.L™h
1 15 397,0
2 1,7 357,3
3 1,9 1056,1
4 2,1 627,3
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Na tabela 19, pode-se observar os resultados validados para a atividade
FPase, onde as condigfes utilizadas no ensaio 3, foram favoraveis para obter
uma atividade de 157,50 U.L™. Foram mantidas a agitacdo de 100 rpm,
temperatura de 25° C e concentracdo de palha de cana de [2,4% (p/V)] e
milhocina  [1,0% (p/v)], variando-se a concentracdo do inoculo conforme
exposto na tabela mencionada. Assim este extrato enzimatico foi selecionado

para determinacao do perfil 6timo de temperatura e pH.

Tabela 19. Validagdo dos resultados obtidos com a atividade FPase por Penicillium IS-7.

Ensaio In6culo (ML)  Atividade FPase (U.L™)

1 85 73,46
2 90 125,03
3 100 157,50
4 105 83,36

Determinacao do perfil 6timo de Temperatura

A figura 10, representa graficamente o efeito da temperatura na
atividade CMCase do Penicillium sp. 1S-7. O 6timo de temperatura ocorreu a
60° C, atingindo atividade maxima de 1147,4 U.L™ . Observa-se que & 40° C a
atividade ja é superior a 50% da atividade maxima; a 50° C a atividade atinge
73% e a 70° C, mantém 89 % em relagcdo ao valor maximo atingido, a partir dai
a atividade sofre um brusco decréscimo. Todavia a 90° C, foi possivel observar

uma atividade em torno de 20%.
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Figura 10. Efeito da temperatura na atividade CMCase produzida por Penicillium sp. IS-7. A
atividade relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.

Na figura 11 observa-se, esquematicamente, o perfil o6timo de
temperatura para a atividade FPase. Nota-se que, entre 20 e 70° C a atividade
se mantém em torno de 34 a 48 % do valor maximo que é atingido com uma

temperatura de 80° C (293,8 U.L™), sofrendo uma queda acentuada aos 90° C.
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Figura 11. Efeito da temperatura na atividade FPase produzida por Penicillium sp. IS-7. A
atividade relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.

Determinacdo do perfil 6timo de pH

Em relacéo ao perfil 6timo de pH, foi possivel observar (Figura 12), que

a atividade manteve-se acima de 50% quando utilizado o tampao citrato de
sédio pH 3,0 — 6,0, atingindo méaxima atividade CMCasica (1179,19 U.L™}) em
pH 5,0. Para o tampéo fosfato pH 6,0 — 8,0, a atividade ficou entre 28 e 52 %

em relacdo ao valor maximo obtido. Em pH acima de 8,0 ocorreram valores

baixo na atividade CMCase.

100
90
80
70
60
50
40
30

20

Atividade Relativa (%)

10
0

—— Glicina-HCI

—m— Citrato de sodio
—&— Fosfato

—— Tris-HCI

—¥— Glicina- NaOH

Figura 12. Efeito do pH na atividade CMCase produzida por Penicillium sp. 1S-7. A atividade
relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.
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A enzima FPase apresentou atividade 6tima em pH 9,0 (tampéao Tris),
mantendo sua atividade acima de 40% em todas as faixas de pH testadas.
Valores acima de 80% em relagdo a atividade maxima foi observado tanto em
pH 3,0 (tampdo citrato de sédio), quanto em pH 7,0 (tampéo fosfato) (Figura
13).

100 ~
90 H
80 -
70 A
60 A —e— Glicina-HCI

50 4 —a— Citrato de sodio

—&— Fosfato

40 o —— Tris-HCI

30 4 —#— Glicina- NaOH

Atividade Relativa (%)

20 A
10

pPH

Figura 13. Efeito do pH na atividade FPase produzida por Penicillium sp. IS-7. A atividade
relativa esta expressa em relacdo ao valor méximo obtido.

Fermentacdo de Trichoderma reesei RUT — C30

A estirpe T. reesei RUT C30, descrita varias vezes na literatura como
boa produtora de enzimas do complexo lignocelulolitico, foi utilizada para efeito
de comparacdo com a producdo de enzimas realizada pela estirpe de
Penicillium sp. IS-7.

Através da tabela 20 pode-se observar as atividades CMC e FPase para
o quarto dia de fermentacdo e as condicBes em seus valores reais utilizados
durante o planejamento fatorial fracionado. As mesmas concentracdes
utilizadas para o Penicillium sp. I1S-7, uma vez, que se trata de um estudo
comparativo.

A atividade maxima obtida para CMCase ocorreu no ensaio 14 (635,00
U.L™"), onde foram utilizadas uma agitacéo (200 rpm), o dobro da utilizada para
o Penicillium & uma temperatura de 25° C. As concentragfes de palha de cana
[2,4% (p/v)]; milhocina [1,5% (p/v)] e 25 L de inoculo foram as mesmas do
primeiro experimento. Nestas condi¢cdes foi observado que este fungo obteve

atividade CMCase 55% maior que o Penicillium sp. I1S-7.
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Para a atividade FPase, o melhor valor

(204,47 U.LY), o qual foram usadas as mesmas condicdes

adquirido foi no ensaio 15

da méaxima

adquirida na atividade CMCase do Penicillium sp. I1S-7, sendo agitacdo de 100

rpm a 35° C, concentracdo de palha de cana [2,4% (p/v)], milhocina [1,5% (p/v)]

e 25 uL de inoculo.

Tabela 20. Matriz do delineamento fatorial fracionado 2°* (valores reais), com resultados
obtidos e preditos para o fungo Trichoderma reesei RUT-C30.

Valores Reais

Atividade CMCase

Atividade FPase

Palha
de
Agitagdo Temperatura cana Milhocina Inéculo Observado Observado

Ensaios  (rpm) (°C) (%) (%) (uL) (UL Predito (ULY  Predito
1 100 25 0,8 0,3 75 262,00 238,54 60,72 56,66

2 200 25 0,8 0,3 25 12,00 -11,46 38,08 34,02
3 100 35 0,8 0,3 25 294,00 270,54 77,42 73,37

4 200 35 0,8 0,3 75 54,00 30,54 42,19 38,14

5 100 25 2,4 0,3 25 422,00 398,54 48,37 44,31
6 200 25 2,4 0,3 75 282,00 258,54 73,07 69,01
7 100 35 2,4 0,3 75 606,00 582,54 177,72 173,67

8 200 35 2.4 0,3 25 113,00 89,54 64,83 60,78
9 100 25 0,8 1,5 25 574,00 550,54 55,57 51,52
10 200 25 0,8 1,5 75 550,00 526,54 82,33 78,27
11 100 35 0,8 1,5 75 246,00 222,54 103,23 99,18
12 200 35 0,8 1,5 25 63,00 39,54 52,48 48,43
13 100 25 2,4 1,5 75 607,00 583,54 63,80 59,75
14 200 25 2,4 1,5 25 635,00 611,54 137,90 133,85
15 100 35 2,4 1,5 25 397,00 373,54 204,47 200,42
16 200 35 2,4 1,5 75 103,00 79,54 103,94 99,89
17 (C) 150 30 1,6 0,9 50 156,00 302,79 77,27 82,58
18 (C) 150 30 1,6 0,9 50 159,00 302,79 44,64 82,58
19 (C) 150 30 1,6 0,9 50 218,00 302,79 60,96 82,58

Com base na estimativa dos efeitos, exposta na tabela 21, nota-se que a

agitacdo (p = 0,0272) e temperatura (p =

0,0394) foram estatisticamente

significativas ao nivel de confianca de 95%. Desta forma foi realizado um

planejamento experimental para duas variaveis independentes.

53



Tabela 21 - Estimativa dos efeitos para a Atividade CMCase do Trichoderma reesei RUT-C30.

Estimativas por Intervalo

Efeito Erro (95%)

Fatores (UL)  Padrdgo 13 p-valor —rong Limite

Inferior Superior

Média 302,789 36,778 8,233 0,0000 223,336 382,243

Agitacao -199,500 80,156 -2,489 0,0272 -372,666 -26,334
(rpm)

Temperatura -183,500 80,156 -2,289 0,0394 -356,666 -10,334
(°C)

Palha de cana 138,750 80,156 1,731 0,1071 -34,416 311,916
(/L)

Milhocina 141,250 80,156 1,762 0,1015 -31,916 314,416
(g/L)

In6culo 25,000 80,156 0,312 0,7601 -148,166 198,166
(uL)

Na tabela 22, encontra-se a estimativa dos efeitos para a atividade

FPasica do T. reesei RUT C30. Os parametros significativos selecionados com

p<0,05, a palha de cana que apresentou p = 0,0353, utilizando o bom senso

através da andlise dos valores reais, testamos a variavel temperatura (p=

0,1076) na otimizacdo do processo.

Tabela 22 - Estimativa dos efeitos para a Atividade FPase do Trichoderma reesei RUT-C30.

Estimativas por Intervalo

Efeito Erro (95%)
Fatores (UL)  Padrdgo 13 p - valor Limite Limite
Inferior Superior
Média 82,579 8,842 9,339 0,0000 63,476 101,682
Agitacao -24,561 19,272 -1,274 0,2248 -66,194 17,073
(rpm)
Temperatura 33,308 19,272 1,728 0,1076 -8,326 74,942
Q)
Palha de cana 45,260 19,272 2,349 0,0353 3,627 86,894
(9/L)
Milhocina 27,667 19,272 1,436 0,1747 -13,967 69,300
(9/L)
In6culo 3,484 19,272 0,181 0,8593 -38,150 45,117
(L)

O parametro temperatura apresentou efeito significativo para a atividade

CMCasica

para ambos micro-organismos estudados, bem como para a

atividade FPasica do T. reesei RUT-C30, demonstrando sua importancia para

0S processos de otimizagéao.
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A seguir estdo sendo apresentados os Diagramas de Pareto ilustrando

os efeitos significativos ao nivel de 95% de confianca para as atividades CMC e

FPase, conforme as figuras 14A e 14B, respectivamente.

(1)Agitagé@o

(2)Temperatura

(4)Milhocina

(3)Palha de cana

(5)Concentragéo do In6culo

(3)Palha de cana

(2)Temperatura

(4)Milhocina

(1)Agitacao

(5)Concentragédo do Indculo

1,435619

-1,27445

Figura 14. Diagrama de Pareto para atividade CMCase (A) e FPase (B) do Trichoderma
reesei RUT-C30. Delineamento fatorial fracionado 2°*.
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Otimizacéao da producéao de celulase por Trichoderma reesei RUT — C30
Atividade de Endoglucanase (CMCase)

Com base nas respostas obtidas com o planejamento fatorial, procedeu-
se com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para obter
valores 6timos de atividade celulasica. Assim, foram fixadas a concentracao de
palha de cana de acucar [2,4% (p/v)], milhocina [1,5% (p/v)] e 75 uL de inoculo,
variando-se a agitacao em entre 79,5 a 220,5 rpm e a temperatura de 23 a 35°
C, de acordo com a tabela 23. Esta tabela exibe, ainda, os valores reais do
planejamento experimental com duas varidveis e os valores preditos pelo

programa estatistico.

Tabela 23. Matriz do DCCR (valores reais), com resultados obtidos e preditos da atividade
CMCase para o fungo Trichoderma reesei RUT-C30.

Valores Reais Atividade CMCase (U.L?)

Ensaios  Agitagcdo (rpm) Temperatura (°C) Observado Predito
1 100 25 476,44 473,22

2 200 25 214,40 262,33

3 100 35 678,93 566,88

4 200 35 273,95 213,05

5 79,50 30 488,35 556,89

6 220,50 30 162,78 158,76

7 150 23 428,80 383,87

8 150 37 305,72 415,16
9(C) 150 30 341,45 345,16
10 () 150 30 329,54 345,16
11 (C) 150 30 365,27 345,16

De acordo com a tabela 24 a atividade CMCase variou de 162,78 a
678,93 U.L™ . A minima atividade ocorreu ao utilizar-se o ponto axial superior da
agitacdo (220,5 rpm), enquanto a maxima atividade foi atingida ao utilizar 100
rpom de agitacdo (ponto axial inferior), demonstrando ser um parametro
importante no processo. Fazendo-se uma comparacdo paralela entre os
ensaios 3 e 4, pode-se perceber que mesmo estando a 35° C 0s ensaios

demonstraram valores absolutamente diferentes devido a variacdo na agitagao.

Com os resultados experimentais da atividade enzimatica em funcdo da

relacdo agitagéo e temperatura realizou—se uma regressao, afim de analisar os
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valores de p. Estdo representados na tabela 24 os parametros lineares (L), a

interacdo e o termo quadratico (Q) das duas variaveis estudadas com um

coeficiente de correlacéo de (R?) de 0,82 e nivel de significancia (p) inferiores a

5% para a atividade CMCase. Com um p-valor de 0,0059, a agitagdo em termo

linear forneceu subsidio para proceder com a validac&o deste resultado.

A equacédo 3 apresenta os parametros significativos e nao significativos

para as respostas da atividade CMCase. O valor de R? indica que os resultados

foram explicados pela equacdo empirica proposta com 82% da variabilidade

dos dados.

Tabela 24. Coeficiente de regresséo para a resposta atividade CMCase do Trichoderma reesei

RUT-C30.
Coeficientes - Limite de Coeficiente
Fatores de Padrio t(5) p - valor 5
regressao - 95% + 95%
Média 345,165 50,294 6,862 0,0010 215,879 474,4502
(1) Agitacéo -141,179 30,845  -4,577 0,0059 -220,469 -61,8889
(L)
Agitacao 6,367 36,806 0,173 0,8694 -88,246 100,9809
Q)
(2)Temperatura 11,095 30,845 0,359 0,7337 -68,195 90,3854
(L)
Temperatura 27,336 36,806 0,742 0,4910 -67,277 121,9500
Q)
-35,733 43,556  -0,820 0,4493 -147,699 76,2329
1Lx2L

Equacgédo 3: Y =345,2 - 141,2x; + 6,4x:° + 11,1x2 + 27,3%,2 - 35,7X1X2

Baseado no Diagrama de Pareto apresentado na figura 15, para a

atividade CMCase, somente a agitacdo (L) apresentou efeito significativo (p

<0,05) para o nivel de confianca de 95%.
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(1)Agitacao(L) i -4,70707 4

Temperatura(Q) — ~ |,7638153
(2)Temperatura(L) - ,369934
Agitac&o(Q) ;1779118

p=,05

Figura 15. Diagrama de Pareto para atividade CMCasica do Trichoderma reesei RUT-C30.
Delineamento composto central rotacional (DCCR).

Para ilustrar os efeitos das varidveis na atividade CMCase, séo
apresentadas as superficies de resposta e curvas de contorno na figura 16 (A e
B), mostrando a regido de otimizacdo das variaveis em relacdo a resposta da
atividade obtida. Verifica-se que as regides de otimizagdo (em vermelho
escuro) apresentaram valores de 114,75 rpm, que corresponde ao valor real
100 rpm. Para a temperatura observa-se que ndo ha necessidade em ser
aumentada, devendo ser fixada em 35° C. Estes dados sugeriram, portanto,
fixar a temperatura em 35° C e variar os valores da agitacdo para a devida
validacéo dos resultados.
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Figura 16. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a atividade CMCase do

Trichoderma reesei RUT-C30 em funcdo da agitacéo e temperatura.
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De acordo com a analise de variancia (ANOVA), apresentada na tabela

25, verifica-se que 0 Fcaiculado (3,47), foi inferior ao Fiapelado (5,05), mostrando que

0 modelo nao foi estatisticamente significativo (Tabela 25).

Tabela 25- ANOVA para atividade CMCase no quarto dia de fermentacéo do Trichoderma

reesei RUT-C30.

Fonte SQ GL Ftab
de variagdo

Regressao 131536,2 5 26307,24

Residuos 37943,7 5 7588,74 203
Total 169479,9 10 33895,98

% variacao explicada (R2) = 0,82; F5;5;0,05 = 5,05

Atividade de FPase

A tabela 26 consiste nos valores reais e nas respostas para a atividade

FPase, bem como os valores preditos pelo Statistica 7.0. As variaveis foram

fixadas em agitacdo (100 rpm), milhocina [0,9% (p/v)], concentracao do inoculo

de 75 uL. Sendo variada a temperatura entre 22,90 e 37,05° C. Pode-se

observar que os resultados para atividade FPase variaram entre 39,70 e

222,30 U.L", a méxima atividade foi conseguida utilizando 1,6 % de palha de

cana a 30° C (valores que compunham o ponto central). Nota-se que valores

semelhantes foram observados em outras faixas de temperatura quando se

usou a mesma concentragao de palha de cana.

Tabela 26. Matriz do DCCR (valores reais), com resultados obtidos e preditos na atividade

FPase para o fungo Trichoderma reesei RUT C30.

Valores Reais

Atividade FPase (U.L7)

Temperatura Palha de cana

Ensaios (°C) (%) Observado Predito
1 25 0,80 136,98 142,50

2 35 0,80 39,70 61,44
3 25 2,40 111,17 147,81
4 35 2,40 47,64 100,50

5 22,90 1,60 220,35 202,49

6 37,05 1,60 152,86 111,99

7 30 0,47 61,54 54,25

8 30 2,73 136,98 85,54
9(C) 30 1,60 220,40 198,10
10 (C) 30 1,60 150,90 198,10
11 (C) 30 1,60 222,30 198,10
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Conforme a tabela 27, a analise estatistica do coeficiente de regressao

permite relatar uma estimativa de efeitos, onde a concentracdo de palha de

cana (Q) foi significativo, pois apresentou p — valor (0,0289) menor que 5%

(p<0,05).

A Equacédo 4 apresenta os parametros significativos e nao significativos

para as respostas da atividade FPase. O coeficiente de correlacdo (R?) foi de

0,72. Observa-se pela equacdo que a atividade FPase foi influenciada

positivamente por esta varidvel, mostrando que a atividade aumenta com o

aumento de suas concentragﬁes.

Tabela 27. Coeficiente de regresséo para a resposta atividade FPase.

Coeficientes

Limite de Coeficiente

Erro
Fatores de ~ t(5) p - valor
regressao Padrao - 95% + 95%
Média 198,100 29,027 6,825 0,0010 123,484 272,715
(1) -32,092 17,802 -1,803 0,1313 -77,853 13,669
Temperatura
L)
Temperatura -20,551 21,242 -0,967 0,3778 -75,156 34,054
Q)
@) PCZ':]‘: de 11,095 17,802 0,623 0,5604 34,666 56,856
L)
Palha de cana -64,486 21,242 -3,036 0,0289 -119,091 -9,881
Q)
1Lx2L 8,437 25,138 0,336 0,7508 -56,183 73,057

Equacédo 4: Y =198,1 - 32,1x; - 20,5%;% + 11,1x2 - 64,5x,2 + 8,4%X1X>

Confirmando a magnitude do Efeito Estimado das respostas anteriores

pode-se visualizar o Diagrama de Pareto, na figura 16, onde, apenas a palha

de cana (Q) foi estatisticamente significativo para o nivel de confianca de 95%.

Sendo, portanto o par@metro que seréa testado para a validacéo dos resultados.
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Palha de cana(Q)

(1) Temperatura(L)

Temperatura(Q)

(2)Palha de cana(L)

1Lby2L

-,967451

,6232733

;3356258

-1,80271

1-3,03575 |

Figura 16. Diagrama de Pareto para atividade FP&sica. Delineamento composto central

rotacional (DCCR).

A figura 17 ilustra os efeitos das variaveis na atividade FPase, por meio

da superficie de resposta e da curva de contorno. As curvas de contorno

mostram que o maximo de atividade FP&sica se encontra na concentracao de
1,6% de palha de cana a 30° C.
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Figura 17. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a atividade FPase do
Trichoderma reesei RUT-C30 em funcao da temperatura e palha de cana-de-acguUcar.
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Para verificar a significancia do modelo foi calculada a analise de
variancia (ANOVA), baseado no teste F. Assim, com um valor Fcacuado (1,78)
menor que 0 Fapelado (5,05), constatou-se que o modelo n&o foi estatisticamente

significativo (Tabela 28).

Tabela 28- ANOVA para atividade FPase no quarto dia de fermentacao do Trichoderma reesei
RUT-C30

Fonte SQ GL QM Fc Ftab
de variagdo

Regresséo 22503,14 5 4500,63

Residuos 12638.48 5 2527.70 1,78 5,05
Total 35141,62 10 7028,33

% variacdo explicada (R2) = 0,72; F5;5;0,05 = 5,05
Confirmacao experimental das condicdes otimizadas

Com o objetivo de validar a atividade CMCase do T. reesei, foram
mantidas as condi¢cdes da otimizacado, fixando-se a tempertaura em 35°C, a
concentragdo de palha de cana em [2,4% (p/v)], milhocina [1,5% (p/v)] e
in6culo 75 uL, variando, somente, a agitacdo em intervalos de 50 rpm, numa
escala de 50 a 150 rpm, conforme a tabela 15. De acordo com a tabela 29,
obteve-se maxima atividade CMCase (829,8 U.L™"), & uma agitacéo de 50 rpm.
Com base neste resultado, o extrato enzimético do ensaio 1 foi selecionado
para fazer a determinacao do perfil 6timo de temperatura e pH.

Tabela 29. Validacdo dos resultados obtidos com a atividade CMCase por Trichoderma reesei
RUT-C30.

Agitacéo Atividade CMCase
Ensaio (rpm) (U.L™
1 50 829,8
2 100 353,4
3 150 182,6

Na tabela 30, pode-se observar os resultados validados para a atividade
FPase, onde as condi¢gbes utilizadas no ensaio dois foram favoraveis para
obter uma atividade de 230,3 U/L. Foram mantidas a agitacdo de 100 rpm,
temperatura de 30° C e concentragdo de milhocina [0,9% (p/v)] e 75 pL do

inoculo, variando-se a concentragao da fonte de carbono conforme exposto na
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tabela mencionada. Assim este extrato enzimatico foi o selecionado para

determinacao do perfil 6timo de temperatura e pH.

Tabela 30. Validag@o dos resultados obtidos com a atividade FPase por Trichoderma reesei
RUT-C30.

Palha de Atividade FPase
Ensaio cana(%) (U.L™h
1 1,6 814
2 1,9 230,3
3 2,1 174,7

Determinacao do perfil 6timo de Temperatura

A figura 18, representa graficamente o efeito da temperatura na
atividade CMCase do T. reesei RUT C30. O étimo de temperatura ocorreu a
60° C, atingindo atividade maxima de 976,7 U.L*, semelhantemente ao
Penicilium 1S-7, que apresentou maxima atividade nesta temperatura.
Observa-se que a 40° C a atividade representa 85% em relagdo a maxima e a
50° C a atividade atinge valor superior a 97%. Entre as temperaturas, as de 20

e 90° C foram as menos favoraveis a atividade desta enzima, ocorrendo

atividades relativas abaixo de 20% do total.
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Figura 18. Efeito da temperatura na atividade CMCase produzida por Trichoderma reesei
RUT-C30. A atividade relativa esta expressa em relagao ao valor maximo obtido.
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Na figura 19 observa-se, esquematicamente, o perfil 6timo de
temperatura para a atividade FPase. Nota-se que, entre 40 e 60° C a atividade
se mantém acima de 75%, atingindo o valor maximo & 60° C (244,2 U.L™"), em

todas as temperaturas estudadas, a atividade manteve-se acima de 20%.
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Temperatura ( C)

Figura 19. Efeito da temperatura na atividade FPase produzida por Trichoderma reesei RUT-
C30. A atividade relativa esta expressa em relacao ao valor maximo obtido.

Determinacao do perfil 6timo de pH

Em relacéo ao perfil 6timo de pH, para a atividade CMCase, foi possivel
observar, que a atividade manteve-se acima de 70% em tampdes que
apresentaram pH 4,0, 6,0 e 7,0, sendo a maior atividade apresentada com o
tampao fosfato pH 7,0 (1083,90 U.L™) (Figura 20). Atividades inferiores a 20%
em relacdo a méaxima foram detectadas em pH 2,0 e 3,0.
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Figura 20. Efeito do pH na atividade CMCase produzida por Trichoderma reesei RUT-C30. A
atividade relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.

O perfil 6timo da atividade FPase foi alcancado em pH 6,0 (tampéo
Fosfato). Valores acima de 80% em relacdo a atividade méxima foi observado
em pH 5,0 (tampdao citrato de sodio). Nota-se que em pH 3,0 (tampé&o Glicina)

a atividade apresenta-se inferior a 3% (Figura 21).
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Figura 21. Efeito do pH na atividade FPase produzida por Trichoderma reesei RUT-C30. A
atividade relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.
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O grafico comparativo entre os valores maximos de atividades das
enzimas CMCase e FPase produzidas por Penicillium sp. IS-7 e T. reesei RUT-
C30 em meio de sais acrescidos de palha de cana-de agucar e milhocina, aos
quatro dias de fementacdo pode ser observado na Figura 22. Os resultados
demonstraram a potencialidade dos residuos agro-industriais, nas condi¢cdes
referidas neste estudo, como substratos de baixo custo para a producdo de
celulases pela estirpe Penicillium sp. 1S-07, pois produziu tanto CMC quanto

FPase em maiores quantidades do que T. reesei RUT-C30.

1200 -

1000 -

800 -

600 - W Penicillium sp. IS-7

T. reesei RUT-C30
400 -

Atividade Enzimatica (U/L)

200 -

CMCase FPase

Figura 22. Valores méaximos de atividade CMCase e FPase obtido aos quatro dias de
fermentacdo submersa para a estirpe fungica Penicillium sp. IS-7 em comparacdo ao
Trichoderma reesei RUT-C30.
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DISCUSSAO

A estirpe Penicillium sp. 1S-07 testado no presente trabalho foi
previamente selecionado de sedimentos de restinga na APA (Area de Protecdo
Ambiental) de Guaibim, Bahia. Com uma é&rea estimada de 2.000 ha, tornou-
se APA, por apresentar remanescentes de Mata Atlantica em contato direto
com praias ainda ndo exploradas por acdo antropogénica. A grande
diversidade vegetal, o solo e o clima da regido sugerem a existéncia de micro-
organismos promissores para aplicagcdes biotecnolégicas (ANDRADE, 2010).

O fungo Trichoderma reesei, por apresentar dados comprobatérios de
sua producdo enzimatica foi testado nas mesmas condicdes experimentais do
Penicillium sp. 1S-07, para efeito de comparagdo. As pesquisas apontam esta
espécie como produtora de celulases largamente utilizadas para a producéo de
etanol. Isso porque o mutante RUT C30 ndo tem a producdo de celulases
reprimida na presenca de glicose, ao contrario do que acontece normalmente
com outros microrganismos (Grigorevski de Lima et al., 2009).

As fermentacbes submersas (FS) incluem uma grande variedade de
processos microbianos na qual a biomassa é completamente rodeada pelo
meio liquido. Murthy e colaboradores (1993) descreveram que a diferenca entre
os dois processos refere-se a utilizacdo, na FS, de substratos solidos
dissolvidos ou submersos no liquido. Gervais e Molin (2003) relataram que a
principal diferenca entre FES e FS esta na capacidade de mistura dos
sistemas. As FS séo reacdes de mistura perfeita nas quais, em teoria, cada
parte do reator contém, ao mesmo tempo, a mesma quantidade de micro-
organismos, nutrientes e metabdlitos. Em FS, a aeracdo pode ser facilmente
contornada com uso da agitacdo (HOLKER e LENZ, 2005).

Atualmente os esforcos concentram-se no emprego de subprodutos
agro-industriais, por serem baratos e abundantes, buscando obter produtos de
alto valor comercial. Além disso, tém estrutura polimérica e composic¢ao rica em
amido, lignocelulose e pectina. Entre os residuos mais utilizados encontram-se
bagacos de laranja, de cana ou de abacaxi; farelos de soja, de cafe, de arroz
ou de trigo; palhas de cana ou de milho etc. Cada grupo de pesquisa busca o

substrato mais abundante em sua regido (ROCHA, 2010).
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Estes materiais organicos, em sua maioria insolivel em agua, sao fontes
de carbono e nitrogénio que atuam como suporte para o crescimento de micro-
organismos. Normalmente sdo materiais em particulas, e a agua presente no
meio encontra-se complexada na matriz solida, a qual pode ser aproveitada
pela cultura microbiana. Bactérias e leveduras crescem na superficie, enquanto
que a estrutura miceliar dos fungos filamentosos penetra nas particulas do
substrato (CORREIA, 2004).

Em muitos estudos, substratos modelo sédo utilizados para facilitar a
diferenciacdo entre atividades enzimaticas, como endo- ou exoglucanasicas e
celobidsicas ou [-glucosidasica. Ao substituir a celulose com suficiente
quantidade de grupos carboximetilicos ou hidroxietilicos € possivel torna-la
soluvel em &gua. Esses substratos sdo produzidos comercialmente com
diferentes GP e GS (grau de substituicdo), e sdo amplamente usados como
substratos-modelo para ensaios de atividade endoglucanéasica. Tal atividade
pode ser medida tanto pelo aumento da concentracdo de aguUcares redutores
no meio quanto através da reducédo da viscosidade da solucao. Esses tipos de
celulose modificada sdo bons substratos para endoglucanases porque
apresentam grande solubilidade em agua e ndo podem ser hidrolisados
extensivamente por celobioidrolases, devido a sua baixa organizacao estrutural
e/ou carater amorfo pronunciado, além do impedimento estéreo causado pelos
grupos substituintes (carboximetil ou hidroximetil), que impedem que a cadeia
da celulose penetre no sitio ativo das celobioidrolases. A carboximetilcelulose
de viscosidade média (CMC) foi escolhida pela Comissédo de Biotecnologia da
IUPAC (GHOSE, 1987) como substrato recomendado para medir a atividade
endoglucanasica e a hidroxietilcelulose é utilizada como substrato alternativo
para este mesmo fim (MEDVE, 1997).

Também recomendado pela IUPAC para se avaliar a atividade celulasica
total de um sistema celulasico, o papel de filtro € um substrato tradicionalmente
utilizado em pesquisas de celulases. As fibras de celulose que constituem o
papel tém uma estrutura complexa e, para a sua hidrdlise substancial, &
necessario um sistema celulasico completo, composto por celobiohidrolases e
endoglucanases (GHOSE, 1987; MEDVE, 1997).
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Um desenho experimental inclui trés etapas fundamentais: fazer
experimentos estatisticamente desenhados, estimar os coeficientes em
modelos matematicos predizendo resposta e checar a aplicabilidade do modelo
(TECHAPUN et al., 2002). A analise de variancia (ANOVA) mostra importantes
dados do experimento como os valores de Probalidade de Fisher, cujo valor
indica a significancia dos fatores avaliados, suas interacfes, erros e a falta de
ajuste do experimento. A soma dos quadrados dos fatores, interacdes e
residuos (lack of fit somado ao erro puro) sdo outros importantes indicadores
na avaliacdo do experimento e escolha do modelo. Quanto maior o valor da

soma dos quadrados maior é o efeito dos fatores avaliados. (MAEDA, 2010)

Os resultados dos experimentos mostraram-se satisfatérios para a
atividade celulasica. A estirpe testada Penicillium sp. 1IS-7 com um aumento de
340% em relacdo a atividade CMCase obtida no planejamento fatorial, produziu
1.179,19 U.L" no quarto dia de fermentacdo, valor superior ao do fungo
Trichoderma reesei RUT-C30 (1.083,90 U.L™). A realizacdo dos experimentos
com os dois sistemas celulasicos permitiu assegurar bons critérios de validacéo
para os procedimentos utilizados neste trabalho, além disso os resultados

foram comparados com dados ja reportados em literatura.

Sukumaram et al. (2009) avaliaram a producdo de celulase com
Aspergillus niger utilizando farelo de trigo em 72 horas de processo e com
adicdo de nutrientes (peptona, extrato de levedura, uréia, sais de foésforo e de
magnésio e oligoelementos) obtiveram atividade de 4,55 U/g. Rocha (2010),
utilizando casca de maracuja, encontrou atividade 5,98 U/g para producéo de

celulase por Aspergillus niger.

Martins (2005), avaliando a producéo de celulase com Penicillium
echinulatum, utilizando carboximetilcelulose como substrato demonstrou
resultados cinco vezes menor que 0 encontrado, N0 mesmo experimento com
o T. reesei RUT C30, como controle. Estes resultados demonstram que a
estirpe Penicillium IS-7 constitui-se como bom produtor de celulase, uma vez

gue sua atividade foi superior a do micro-organismo controle.

Ao trabalhar com Trichoderma sp., Khan et al. (2007) obtiveram

atividade de endoglucanase de 0,7 Ul.mL* de extrato enzimético, com o uso
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de palha de arroz como substrato com 8 dias de cultivo. Singhania et al. (2007)
ao utilizar T. reesei RUT-C30 em farelo de trigo, obtiveram atividade de

celulase total de 0,17 U.l g* de substrato com 5 dias de cultivo. Basso, 2010,
observou-se atividade de 2,3 Ul g no 15° dia, para o T. reesei QM9414 com
bagaco de cana-de-aglicar como substrato. E interessante para 0s processos

biotecnolégicos a reducdo do tempo para producao de enzimas.

Maeda (2010), avaliando a producdo de celulase por Penicillium
funiculosum em fermentacdo submersa utilizando bagaco de cana pré-tratado,
uréia e extrato de levedura como substrato, encontrou atividade enzimatica
CMCase de 7100 UI/L. Carvalho (2007), encontrou valores superiores aos
relatados neste estudo para a atividade endoglucanase (3171,5 UI.L™) por P.
funiculosum, utilizando uréia, extrato de levedura, KH,PO, , MgS0,4.7H,0 e a
celulose microcristalina como substrato. Contudo o uso de substratos de baixo
custo é indispensavel para a industria obter maximo rendimento. Camassola e
Dillon (2007) obtiveram atividade de endoglucanase de 20 Ul. g*, em bagaco

de cana-de-acucar tratado com NaOH, com o uso de Penicillium echinulatum e

cinco dias de cultivo. Os resultados demonstram a influéncia da utilizacdo das
diferentes fontes de carbono e nitrogénio, bem como o comportamento dos

micro-organismos frente as diferentes condi¢Ges oferecidas.

Martins et al. (2008) avaliaram a producéo de celulases por Penicillium
echinulatum em diversos substratos e obtiveram valores de atividade
CMCasica de 1.530 UI/L e FPasica de 270 UI/L ao final de 192 h de

fermentacao.

Para a atividade FPéasica encontramos atividade maxima para
Penicillium sp. 1S-7 de 293,8 U.L™?, superior a maxima produzida pelo  T.
reesei RUT-C30 (244,2 U.L™"). Jorgensen e Olsson (2006), encontraram 360
ULL™, apods seis dias, quando avaliaram a producdo FPasica por Penicillium
brasilianum. Latifian et al. (2007) obtiveram atividade FPase de 1 Ul. g* em
farelo de arroz, ao utilizar T. reesei QM 9414, enquanto, Basso, 2010,
utilizando bagaco de cana-de acucar, encontrou para a mesma espécie uma
atividade quatro vezes superior. Kang et al. empregando palha de arroz e

nutrientes (milhocina, extrato de levedura e sai de cobre, cobalto e fésforo) com
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A. niger para a producéo de FPase, ap0s quatro dias de fermentacéo obtiveram
19 U/g. Maeda, 2010, relata atividade FPasica, de 250,0 U.L™, utilizando uréia
e extrato de levedura por Penicillium funiculosum. Andrade, (2011), apresentou
atividades FPase 447,0 e 465.1U.L™", utilizando farelo de trigo e peptona para
o Trichoderma sp. 1S-05. Valores superiores aos obtidos neste trabalho.
Diferencas de substrato dificultam comparacdes entre o0s resultados

encontrados.

Neste trabalho, a CMC do Penicillium 1S-7, apresentou atividade maxima
a 60° C, a mesma encontrada para o T. reesei RUT C30. Varios trabalhos
relatam que a faixa Otima de atuacéo para producdo de CMCase é entre 50 e
70° C ( GRIGOREVSKI-LIMA, 2009; NAIKA et al., 2007; KAUR et al., 2007).

A enzima FPase também apresentou perfil 6timo de temperatura a 60°
C para o T. reesei RUT-C30, diferente do Penicillium sp. IS-7 (80° C). N&o
foram encontrados trabalhos que citam perfil de temperatura semelhante para
FPase. Grigorevski-Lima (2009), relata uma faixa entre 30 e 60° C, sendo a

mais comum 50° C.

Com relacdo ao 6timo de pH, neste trabalho a CMCase avaliada
apresentou atividade maxima em pH 5,0 para Penicillium sp. I1S-7 e pH 7,0
para o T. reesei RUT-C30, ambos em pH &cido. Grigorevski-Lima (2009),
apresentou faixa Otima de atividade entre pH 3,0 e 5,0, sendo a maxima
atividade constatada em pH 4,0. Estes resultados sdo compativeis com os

encontrados na literatura para as CMCases (GASHE,1992).

O perfil 6timo de pH para a atividade FPase foi em pH 6,0 para T. reesei
RUT-C30 e pH 9,0 para o Penicillum sp. I1S-7. Gashe, 1992, encontrou
atividade maxima em pH 5,5 para o Trichoderma sp.. Grigorevski-Lima (2009),
apresenta faixa 6tima de atividade para FPase entre pH 4,0 e 6,0, sendo o pH
5,0 o que apresentou a atividade maxima. Para a atividade FPase do
Penicillium sp. IS-7, ocorreu atividade em torno de 90% em pH 3,0, o que
sugere a atuacao de mais de uma enzima, devendo ser realizado estudos mais

aprofundados ea realizagdo de um zimograma.
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Capitulo 2

PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE AMILASE POR
STREPTOMYCES SP. IGAR-01 UTILIZANDO AGUA DE
MANIPUEIRA.
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RESUMO

FERREIRA, M. A. PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE
AMILASE POR STREPTOMYCES SP. IGAR-01 UTILIZANDO AGUA DE
MANIPUEIRA.

A utilizacdo da agua de manipueira como substrato indutor para a producéo de
amilase além de reduzir seu impacto ambiental, constitui-se como importante
fonte de carbono na producdo enzimatica, por apresentar elevada taxa de
amido. Varias espécies de actinobactérias tém sido descritas como produtoras
de enzimas de interesse comercial. Assim sendo, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a producao de amilases pela estirpe Streptomyces sp. IGAR-01
em agua de manipueira como substrato indutor em diferentes concentracdes e
caracterizar quanto ao perfil de temperatura e pH, através da fermentacéo
submersa, seguindo um planejamento experimental com o auxilio do software
STATSOFT 7.0®. Conforme os resultados observados a atividade maxima da
amilase ocorreu no extrato enzimatico formado por 3,0% de &gua de
manipueira; 1,0% de extrato de levedura e 55 pL da concentragdo de inoculo
em agitacao de 150 rpm a 28° C, ap0s a caracterizacdo deste extrato obteve-
se atividade maxima de 2.456,17 U.L™* em temperatura de 60° C e pH 6,0. A
maxima atividade de amilase obtida utilizando 3,0% (p/v) de &gua de
manipueira indica a potencialidade do uso deste residuo como substrato
indutor. Porém, novos estudos deverdo ser conduzidos para analisar melhores

respostas em outros sistemas de cultivo.

Palavras-chave: Streptomyces sp., amido, fermentacédo submersa, mandioca
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ABSTRACT

Ferreira, M. A. PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF
AMYLASE BY STREPTOMYCES SP. IGAR-01 USING MANIPUEIRA
WATER.

The use of manipueira water as inductor substrate for the production of amylase
and reduce their environmental impact, constitutes an important source of
carbon in enzyme production, due to its high rate of starch. Several species of
actinobacteria have been described as producing enzymes of commercial
interest. Therefore, this study aimed to evaluate the production of amylase by
strain Streptomyces sp. IGAR-01 in manipueira water as inductor substrate in
different concentrations and analyzed for pH and temperature profile through
the submerged fermentation, following an experimental design with STATSOFT
7.0 ® software. As the results showed the maximal activity of amylase enzyme
in the extract was composed of 3.0% water manipueira, 1.0% yeast extract and
55 pL of the inoculum concentration in agitation of 150 rpm at 28° C after the
characterization of this extract was obtained maximum activity of 2456.17 UL™
at a temperature of 60° C and pH 6.0. The maximum amylase activity obtained
using 3.0% (w / v) manipueira water indicates the potential of using this residue
as inductor substrate. However, new studies should be conducted to analyze
best responses in other cropping systems.

Keywords: Streptomyces sp., Starch, submerged fermentation, cassava
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INTRODUCAO

Actinobactérias sdo bactérias Gram positivas que apresentam um DNA
rico em guanina e citosina (G+C 72%, no género Streptomyces) possuindo a
capacidade de formar filamentos em algum estdgio de seu desenvolvimento
(VOBIS, 1997). Eles tém sido descritos como principais produtores de
antibioticos no solo, e também como um dos principais grupos microbianos
produtores de enzimas de interesse comercial (GOODFELLOW e CROSS,
1984). A heterogeneidade bioquimica das actinobactérias, sua diversidade
ecolégica e sua capacidade para producdo de metabolitos secundéarios o0s
fazem um bom alvo para a producdo de enzimas, desempenhando novas
atividades e/ou especificidades. Estudos recentes vém apontando as
actinobactérias como fontes emergentes promissoras de uma ampla faixa de
importantes enzimas de interesse industrial e ambiental, como aquelas
envolvidas na degradacdo de materiais lignocelulésicos (NASCIMENTO et al,
2009).

As amilases sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes glicosidicas
a-1,4 da molécula de amido. As amilases tém ganhado um papel importante na
conversdo do amido em alcool utilizando-se, simultaneamente, a sacarificacéo
e a fermentacdo (GUPTA et al., 2003, KANDRA et al., 2003, PEIXOTO et al.,
2003). A aplicacdo das amilases na producdo de etanol tem solucionado, em
parte, os problemas que alguns paises apresentam em funcéo da escassez de
reservas de combustivel. O amido presente no meio fermentativo € convertido,
através da acdo conjunta das amilases, em glicose que posteriormente €&
convertida por fermentagdo em etanol (GUPTA et al., 2003).

A mandioca (Manihot esculenta Cranz) é considerada uma importante
fonte alimentar calérica em paises tropicais da Asia, Africa e América Latina
(PANDEY et al., 2000). Historicamente, o Brasil € um dos maiores produtores
de mandioca do mundo (THEORODO e MARINGONI, 2002, MELO et al.,
2006). O processamento da mandioca para producao de farinha ou fécula gera
grande quantidade de casca, agua residual ou manipueira e farelo ou massa
(THEORODO e MARINGONI, 2002). A manipueira é um residuo liquido
resultante do processamento da mandioca para a fabricagcdo de farinha e
fécula, os quais podem atingir vazdes da ordem de 500 litros de agua residual
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por tonelada de raiz processada, representando cerca de 60% do peso da
matéria processada (FIORETTO, 2001). A composi¢cdo quimica da manipueira
depende das condi¢des de clima e do solo, sendo que uma tonelada de raizes
de mandioca pode conter em média 600 litros de agua (60% de umidade) nas
suas células. Durante os processos de fabricacdo de farinha, 20 a 30% dessa
agua é eliminada, tendo um aspecto leitoso e se ndo houver a decantagédo ou
uso de tecidos na prensa, podem conter de 5% a 7% de fécula, proteinas,
glicose, restos de células, acido cianidrico, substancias organicas e nutrientes
minerais essenciais (FIORETTO, 2001).

Residuos aquosos de mandioca apresentam quantidades elevadas de
amido, podendo ser uma fonte potencial para o bioetanol produgéo (LACERDA
et al., 2008). A manipueira apresenta atributos favoraveis, do ponto de vista do
uso agricola como fonte de nutrientes as plantas, bem como aplicacdo em
processos tecnolédgicos, como producdo de acido citrico (LEONEL e CEREDA,
1995, MELO et al., 2006). A preocupa¢do com 0s impactos ambientais cresce a
medida que os residuos agroindustriais sédo utilizados em diferentes processos
ambientais e tecnologicos. Uma crescente necessidade de preparacdes
enzimaticas, a partir de substratos indutores alternativos, vem estimulando a
busca no universo microbiano. Atualmente, as enzimas S&o comumente
utilizadas em muitas aplicacées industriais, e a demanda por enzimas mais
estaveis, altamente ativas e especificas esta crescendo rapidamente. Diante
deste panorama, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a producéo de
amilases pela estirpe Streptomyces sp. IGAR-01, previamente selecionada em
estudos anteriores, utilizando agua de manipueira e extrato de levedura, em
diferentes concentracfes. A utilizacdo da agua de manipueira como substrato
se deve a possibilidade de sua utilizagdo como substrato indutor para a
producdo de amilase, reduzindo seu impacto ambiental, agregando valor a este
residuo. Em um amplo contexto, as amilases tém sido aplicadas em diversas
areas, reforcando a importancia dos estudos aplicados a tecnologia enzimatica

desta enzima.
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MATERIAL E METODOS

Manutencédo da estirpe de actinobactéria.

A estirpe promissora de Streptomyces sp. IGAR-01 (previamente
selecionadas), foi mantida na forma de suspensao de esporos em glicerol 30%,
a temperatura de -18°C no Laboratério de Microbiologia da Universiadade
Federal do Recdoncavo da Bahia (HOPWOOD et al., 1995). A suspenséo foi

padronizada obtendo-se concentracéo de 6,83 x 10 UFC/mL.

Producéo de amilases utilizando residuo agro-industrial.

A estirpe foi cultivada em frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL
de meio de sais minerais (pH 6,9), descrito por GRIGOREVSKI-LIMA et al.
(2009) modificado, suplementado com &gua de manipueira como fonte de
carbono indutora e extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em diferentes
concentracfes, de acordo com a matriz do planejamento fatorial fracionado
com 5 variaveis (Tabelas 31 e 32). Os frascos foram incubados durante seis
dias. Os sobrenadantes brutos, obtidos através da centrifugacdo a 3000 rpm/15
min, foram filtrados e congelados (-20° C) para andlises posteriores

Tabela 31 - Valores utilizados para composi¢cdo da matriz do delineamento fatorial fracionado

Nivel -1 0 +1
Agitacao (rpm) 100 150 200
Temperatura (° C) 25 28 31
% Agua de Manipueira 1,0 2,0 3,0
% Ext. de Levedura 0,2 0,6 1,0
In6culo (uL) 25 50 75
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Tabela 32 — Delineamento fatorial fracionado 2°* para producdo de lignocelulases
(RODRIGUES e IEMMA, 2009)

Ensaios Agitagéo Temperatura Agua de Extrato de Inoculo
Maipueira Levedura
1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0

Ensaios Analiticos

Medida dos Aclcares Redutores

A Atividade de amilase foi determinada através da medida dos acglcares
redutores produzidos durante a incubacdo do extrato enzimatico com solucao
de amido (1% p/v) em pH 6,9, a 55° C / 10 minutos (NOVOZYME, 2005).

Uma unidade de atividade enzimatica € definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 micromol de substrato por minuto ou como a quantidade
de enzima que catalisa a liberagdo de 1 micromol de agucar redutor por minuto,
sob as condi¢des descritas acima.

A medida dos agucares redutores foi feita através dos métodos de DNS
(MILLER, 1959) e para a confecgéo das curvas padrdes, foi utilizada solu¢des
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de glicose 0,01M. Os resultados foram apresentados em U.L' onde cada
unidade (U) corresponde a quantidade de micromoles de acUcares redutores
liberados por minuto.

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

A otimizacao das condi¢oes de producéo de amilase foi realizada por um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), ou seja, um planejamento
2°, incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios, como mostra a tabela 33 (RODRIGUES e IEMMA,
2009).

Como fontes de carbono, foi utilizada agua de manipueira suplementada
com extrato de levedura. O sistema foi conduzido em frascos de Erlenmeyers
(250 mL), por fermentagdo submersa, e a melhor combinagdo entre as fontes
de cada experimento, bem como, o dia em que apresentou maior atividade
enzimatica, foram analisados, afim de definir faixas mais adequadas para cada
resposta. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
STATSOFT 7.0°.

Tabela 33 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (valores codificados) para
determinacéo da atividade enzimatica (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

ENSAIO Fonte de C (%) Fonte de N (%)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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Determinacgéo do perfil 6timo de temperatura

O estudo foi realizado sob as mesmas condi¢cdes descritas no item
anterior. As temperaturas de incubacéo variaram de 10 em 10 graus num
intervalo de 20 a 90 °C. A mistura reacional foi incubada em banho-maria a pH
4,8, nas respectivas temperaturas (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005), apds o
tempo de reacdo, a atividade foi interrompida em banho de gelo. A dosagem
dos agucares redutores produzidos ap0s a atividade enzimatica foi determinada
pelo método DNS (MILLER, 1959).

Determinacao do perfil 6timo de pH

Para o estudo do efeito do pH, a atividade foi determinada na
temperatura 6tima obtida a partir do item anterior. A mistura reacional foi
incubada em banho-maria, com as faixas de pH variando de 2,0 a 10,0,
utilizando como tampdes: Glicina-HCI 50 mM (pH 2,0 e 3,0), Citrato de sodio 50
mM (pH 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0), Fosfato 50 mM (pH 6,0; 7,0 e 8,0), Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0 e 9,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10,0).

Os tampbes foram preparados de acordo com os procedimentos
descritos por COLOWICK e KAPLAN (1995). A mistura reacional foi incubada
em banho-maria, nos respectivos pH e apds o tempo de reacdo a atividade foi
interrompida em banho de gelo. A dosagem dos ac¢Ucares redutores produzidos

apos atividade enzimatica foi determinada pelo método DNS (MILLER, 1959).
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RESULTADOS

Neste capitulo foi avaliada a producdo de amilase pela estirpe
Streptomyces sp. IGAR-01, em fermentacdo submersa, utilizando diferentes
concentragbes de agua de manipueira, extrato de levedura e inoculo, bem
como, diferentes variagbes para agitacdo e temperatura, de acordo com um

planejamento fatorial fracionado 2°.

Com base na tabela 34, podem-se analisar os valores obtidos para a
atividade enzimatica de acordo com o delineamento 2°*. Esta tabela mostra
que a maior atividade da amilase (845,08 U.L™) foi obtida quando foi utilizada
uma agitacdo de 200 rpm a 25°C em 3,0 % agua de manipueira, 1,0 % de
extrato de levedura inoculando-se 25 uL da suspenséao de esporos. Pode-se
visualizar também os valores preditos pelo programa durante a analise

estatistica.

Tabela 34. Matriz do delineamento fatorial fracionado 2°* (valores reais), com resultados
obtidos e preditos para a estirpe Streptomyces sp. IGAR-01

Valores Reais Atividade Amilase
Agitacdo Temperatura Agua de Extratode Indculo Observado

Ensaios  (rpm) (°C) Manipueira (%) Levedura(%) (pL) (u.L? Predito
1 100 25 1,0 0,2 75 150,82 115,58

2 200 25 1,0 0,2 25 299,25 264,01

3 100 31 1,0 0,2 25 213,07 177,83

4 200 31 1,0 0,2 75 177,16 141,92

5 100 25 3,0 0,2 25 275,31 240,07

6 200 25 3,0 0,2 75 296,86 261,62

7 100 31 3,0 0,2 75 191,52 156,28

8 200 31 3,0 0,2 25 739,75 704,51

9 100 25 1,0 1,0 25 215,46 180,22
10 200 25 1,0 1,0 75 464,44 429,20
11 100 31 1,0 1,0 75 136,46 101,22
12 200 31 1,0 1,0 25 380,65 345,41
13 100 25 3,0 1,0 75 150,82 115,58
14 200 25 3,0 1,0 25 845,08 809,84
15 100 31 3,0 1,0 25 229,82 194,58
16 200 31 3,0 1,0 75 119,70 84,46
17 (C) 150 28 2,0 0,6 50 86,18 270,14
18 (C) 150 28 2,0 0,6 50 76,61 270,14
19 (€) 150 28 2,0 0,6 50 83,79 270,14
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De acordo com os resultados obtidos na estimativa dos efeitos

selecionou-se, com niveis de significancia (p - valor) inferiores a 5%, as

variaveis agitacdo e concentracao de inoculo para realizagcdo do estudo DCCR

para a atividade (Tabela 35). Estes resultados podem ser comprovados com

melhor exatiddo na figura 22, diagrama de Pareto, gerado com base nos

resultados anteriores.

Tabela 35 - Estimativa dos efeitos para a Atividade Amilase para a estirpe Streptomyces sp.

IGAR-01.
Estimativas por Intervalo
Fatores I?IJe/IIE? PE(;rr%o t(12) p - valor Limite 05%) Limite
Inferior Superior
Média 305,385 38,084 8,019 0,0000 222,407 388,362
Curvatura -446,381 191,685 -2,329 0,0382 -864,027 -28,736
Agitagéo 219,949 76,168 2,888 0,0136 53,993 385,904
Terrfgt)arrna)tura -63,740 76,168 -0,837 0,4190 -229,696 102,215
Palha(dcfa) cana 101,446 76,168 1,332 0,2076 -64,510 267,401
Mil(r?(/)Lc)ina 24,838 76,168 0,326 0,7500 -141,118 190,793
|n(?g(/)|l_,l))|0 -188,827 76,168 -2,479 0,0290 -354,782 -22,871
puL

(5)Concentracédo do Inéculo

(4)Extrato de Levedura %

(1)Agitacéo

Curv atr.

(3)Agua de Manipueira %

(2)Temperatura

-,83684

,3260924

-2,47909

|2,887686

Figura 22.Diagrama de Pareto para atividade da amilase para a estirpe Streptomyces sp.
IGAR-01. Delineamento fatorial fracionado 2°.
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Otimizacéao da producao de amilase por Streptomyces sp. IGAR-01

Para o estudo de otimizacdo da amilase realizou-se um Delineameto
Composto Central Rotacional (DCCR) para cada resposta obtida, a fim de

analisar os principais efeitos das variaveis.

A tabela 36 apresenta a matriz do DCCR com os valores reais e as
respostas para a atividade observada e predita pelo modelo estatistico para a
atividade da amilase. A agua de manipueira (3,0%) e a concentracdo do extrato
de levedura (1,0 %), foram fixadas no ponto maximo e a temperatura de 28° C .
Nota-se que o0s resultados para atividade da amilase variaram entre 69,38 e
1475,63 U.L™, sendo que o maior valor obtido ocorreu com a agitacdo de 200
rom e acréscimo de 55 uyL de inoculo . Analisando os resultados pode-se
perceber que em diferentes agitacdes nos ensaios 4, 5 e 6 obteve-se bons
valores para a atividade de amilase a concentragc6es proximas de inoculo (40 e
55 uL), mostrando que a agitacdo exerceu maior influéncia nos resultados
obtidos.

Tabela 36. Matriz do DCCR (valores reais), com resultados obtidos e preditos na atividade
CMCase para o fungo Streptomyces sp. IGAR-01.

Valores Reais Atividade Amilase (U.L?)

Ensaios Agitacao (rpm) Inoculo (pL) Observado Predito
1 100 25 69,38 371,08

2 200 25 1344,38 1000,34

3 100 55 140,63 423,18

4 200 55 1475,63 1052,44

5 79,05 40 1179,38 746,14

6 220,50 40 1108,13 1633,39

7 150 18,85 180,00 191,16

8 150 61,15 183,75 264,62
9(C) 150 40 195,00 218,38
10 (C) 150 40 193,13 218,38
11 (C) 150 40 268,13 218,38

Para os resultados experimentais da atividade enzimética em funcédo da
relacdo entre agitagcdo e inoculo analisou-se através do coeficiente de
regressao os valores de p. Estdo representados na tabela 37 os parametros
lineares (L), a interacdo e o termo quadrético (Q) das duas variaveis estudadas

com um coeficiente de correlagdo de (R?) de 0,70 e nivel de significancia (p)
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inferiores a 5% para a atividade da amilase. Com um p-valor de 0,0446, a

agitacdo em termo quadratico forneceu subsidio para proceder com a validacéo

deste resultado.

A equacgéo 5 apresenta 0s parametros significativos e nao significativos

para as respostas da atividade enzimatica. O valor de R2? indica que os

resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 70% da

variabilidade dos dados.

Tabela 37. Coeficiente de regressao para a resposta atividade Amilase.

Coeficientes
Erro

Limite de Coeficiente

Fatores regr?aiséo Padrio t (5) p - valor T95% T 05%
Média 218,385 250,508 0,872 0,4232 -425,565 862,335
(1) Agitacéo 314,628 153,634 2,048 0,0959 -80,302 709,558
Ag i(t:)(;éo 488,596 183,326 2,665 0,0446 17,342 959,850
(2) |I$]((D))CU|O 26,051 153,634 0,170 0,8720 -368,879 420,981
Ino(tzjlo 4,780 183,326 0,026 0,9802 -466,474 476,034

1 (L)(S)Z (L) 15,000 216,949 0,069 0,9476 -542,684 572,684

Equacao 5: Y =218,4 + 314,6x; + 488,6x,% + 26,05x2 + 4,8x,2 + 15,0%X:X,

De acordo com o Diagrama de Pareto apresentado na figura 23, para a

atividade da amilase, somente a agitacédo (Q) apresentou efeito significativo (p

= 0,0446) para o nivel de confianca de 95%.
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Agitacdo(Q)

(1)Agitacao(L)

(2)Concentracao do Inéculo(L)

1lby 2L

Concentragéo do In6culo(Q)
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2,0479011
| 1
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1
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1
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1
Ml |
p=,05

Figura 23. Diagrama de Pareto para atividade Amilasica. Delineamento composto central

rotacional (DCCR).

Para ilustrar os efeitos das variaveis na atividade da amilase, sao

apresentadas as superficies de resposta e curvas de contorno na Figura 24 (A

e B), mostrando a regido de otimizacdo das variaveis em relacdo a resposta da

atividade amilasica. Estes dados sugeriram, portanto, fixar a concentracao do

inoculo e testar diferentes agitacdes para proceder com a validacdo dos

resultados.
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Figura 24. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a atividade de amilase em

funcado da agitacéo e temperatura por Streptomyces sp. IGAR-01.

20,42

De acordo com ANOVA (tabela 19) verifica-se que 0 Fcaculado (1,26), foi
inferior ao Fiapelado (5,05), com um coeficiente de determinacéo de 70 %. O teste
F nédo foi significativo para descrever os resultados através da superficie de

resposta (Tabela 38).

Tabela 38. ANOVA para atividade de amilase no quarto dia de fermentagdo com agua de
manipueira e extrato de levedura por Streptomyces sp. IGAR-01.

Fonte SQ GL QM Fc Ftan
de variagdo

Regresséao 1191968 5 238393,6

Residuos 941334 5 188266 8 1,26 505
Total 2133302 10 426660,4

% variacdo explicada (R%) = 70% F5;5:0,05 = 5,05
Confirmacao experimental das condi¢cdes otimizadas

Com o objetivo de validar a atividade da amilase foram mantidas as
condicdes da otimizacao, fixando-se a temperatura em 28° C, a 3,0% de agua
de manipueira, 1,0% de extrato de levedura e 55 pyL da concentracdo de
inoculo, variando, somente, a agitacdo em intervalos de 50 rpm, numa escala
de 100 a 200 rpm, conforme a tabela 39, obtendo-se maxima atividade
(2450,77 U.L™) utilizando-se agitacdo de 150 rpm. Com base neste resultado, o
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extrato enzimatico do ensaio 2 foi selecionado para fazer a determinacao do

perfil 6timo de temperatura e pH.

Tabela 39. Validacdo dos resultados obtidos com a atividade Amilasica por Streptomyces sp.
IGAR-01.

Agitacéao Atividade Amilase

Ensaio (rpm) (U.L™
1 100 1085,51
2 150 2450,77
3 200 1358,08

Determinacgéo do perfil 6timo de Temperatura

A figura 25, representa graficamente o efeito da temperatura na
atividade da amilase do Streptomyces sp. IGAR-01. O 6timo de temperatura
ocorreu & 60° C, atingindo atividade méaxima de 2456,17 U.L™, Observa-se que

entre 30 e 50° C a atividade € superior a 50% em relacdo a maxima obtida.
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Figura 25. Efeito da temperatura na atividade Amilasica produzida por Streptomyces sp. IGAR-
01. A atividade relativa esta expressa em relagdo ao valor maximo obtido.
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Determinacao do perfil 6timo de pH

Em relacéo ao perfil 6timo de pH, para a atividade Amilasica, foi possivel
observar (Figura 26), que a atividade alcancou maxima de 2467,51 U.L em
tampéo fosfato pH 6,0. Atividades inferiores a 50% em relagdo a méaxima obtida

foram observadas em pH acima de 7,0.

120,00 1

100,00 -

80,00 -
<3 —— Glicina-HCI
‘= 60,00 - —=— Citrato de sédio
.% —a— Fosfato
E —»— Tris-HCI
3 40,00 1 X\X —»— Glicina- NaOH
£
=
Z 20,00 A *—

0,00

Figura 26. Efeito do pH na atividade Amilasica produzida por Streptomyces sp. IGAR-01. A
atividade relativa esta expressa em relacéo ao valor maximo obtido.

DISCUSSAO

Na producdo de amilases por fungos e bactérias, o efeito da fonte de
carbono na inducao e repressdo da enzima € muito importante como fonte de
regulacdo da biossintese. Amido e substancias amilaceas tém sido descritos
como substratos mais adequados para a alta produtividade da amilases,
conforme mencionado por Cherry e colaboradores (2004) e Sexena et al.
(2007), podendo ser aproveitados residuos agricolas ou de processamento do
amido, os quais contém quantidades residuais de amido suficientes para este
fim (HAQ et al., 2003; KUNAMNENI et al., 2005; KONSOULA, 2007).

GUPTA et al. (2003) e PANDEY et al. (2005) citam que as amilases
hidrolisam moléculas de amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas
e progressivamente pequenos polimeros compostos de unidades de glicose.

Estas enzimas apresentam grande importancia em biotecnologia com
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aplicacoes desde alimentos, fermentacéo, téxtil e industrias de papel. Apesar
das amilases poderem ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas,
animais e microrganismos, enzimas microbianas geralmente encontram grande
demanda industrial. Atualmente grandes quantidades de amilases microbianas
estédo disponiveis comercialmente e tém aplicacdo quase completa na hidrolise
do amido em industrias de processamento do amido (NASCIMENTO, 2006).

A producdo de amilase geralmente é induzida pela presenca de amido
ou de seu produto hidrolitico, a maltose. Existem varios estudos mostrando
que a atividade enzimatica aumentou quando foram utilizados amido e maltose
como indutores de a-amilase. Ja a glucose e outros acucares como xilose e
frutose podem reprimir a sua producdo (GUPTA et al., 2003). Ao estudar a
producdo de amilases extracelulares através da fermentagéo no estado solido
de farelo de trigo por Aspergillus oryzae, Tunga e Tunga (2003) verificaram
que a suplementacdo do meio com diferentes fontes de carbono (glucose,
sacarose, maltose e lactose) ndo contribuiram para o aumento da producéo da
enzima. Segundo Gupta, (2003), fontes de nitrogénio orgéanico tém sido
preferidas para a producdo de amilase por bactérias, como por exemplo o
extrato de levedura a partir de Bacillus sp., Streptomyces sp. e Halomonas

meridiana.

Dados na literatura comprovam que a Streptomyces sp. € uma excelente
produtora de celulases (NASCIMENTO et al, 2009; ALANI, 2008;
GRIGOREVSKI-LIMA et al. 2005). Silva et al., (2004) ao utilizarem o residuo
fiboroso de mandioca como substrato para a producdo da amilase por
Penicillium notatum, obteve atividade de 27,77 U/g com 5 dias de fermentacao
utilizando meio mineral Klausen. Tunga e Tunga (2003) obtiveram atividade
amilasica de 255 U/g utilizando bagaco de cana em 72 horas de fermentacao
com o Aspergillus oryzae. Rahardjo e colaboradores (2005) empregando
farinha de trigo e A. oryzae na producdo de amilase obtiveram a atividade de
25 U.g*! para 4 dias de fermentacdo com adicéo de 1% de O, e 10 U.g™ para
13,3 dias de processo fermentativo a 0,25% de O..

Tanyildizi et al. (2005) observaram a produgdo méaxima de amilase

(16.602 U/L) por uma estirpe de Bacillus sp., quando se utilizou amido (1.0%
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p/v), glicerol (1.0% p/v) e peptona (0.5% p/v), ao fim de 30 horas. Stamford et al
(2001) detectaram uma elevada producéo de amilase (39.200 U/L) pela estirpe
Nocardiopsis sp., uma actinobactéria isolado de vagem de feijdo, quando
amido e uréia foram utilizados como substratos, apos 3 dias de fermentacéo.
Santos e Martins (2003) observaram altos valores de atividade de amilase
(350.000 U/L) produzidas por Bacillus sp. quando se utilizou 1,0% (p/v) amido,
0,5% (w/v) extrato de levedura e 1,0% (w/v) de peptona. As diferengas entre
substrato e micro-organismo estudados dificultam comparacbes com o0s
resultados obtidos pela estirpe Streptomyces sp. IGAR-01, vale ressaltar que a
utilizacdo de substrato disponivel e de baixo custo como a dgua de manipueira
€ importante para os processos de producdo em escala industrial.

Os resultados obtidos neste estudo comprovam que além das celulases
referidas na literatura, esta espécie, também, produz amilase de maneira
eficiente, com uma producdo maxima de 2467,51 U.L™. Tanto a temperatura
(60° C) quanto o pH 6,0, encontram-se de acordo com as faixas explicadas na
literatura para producdo de enzimas, como constatamos no capitulo anterior
em diversos estudos (GRIGOREVSKI-LIMA, 2009; GEORGE et al., 2001;
NAIKA et al., 2007; KAUR et al., 2007).
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados expostos anteriormente, pode-se afirmar que a
estirpe Penicillium sp. 1S-7, apresenta um bom potencial para aplicacdo na
producdo de enzimas por fermentacdo submersa utilizando palha de cana-de
acucar e milhocina, que sao residuos agr-industriais abundantes e de baixo
custo comercialmente, apresentando uma atividade enzimatica superior ao da
estirpe mutante Trichoderma reesei RUT-C30. Sendo que a fonte de nitrogénio
(milhocina) influenciou na atividade CMCase E FPase do Penicillium sp. IS-7 e
a fonte de carbono (palha de cana) e a temperatura foram significativas para a
producdo de FPase por Trichoderma reesei RUT-C30. As variaveis agitacao e
concentracéo de inoculo foram pouco relevantes para as atividades obtidas.

A maxima atividade de amilase obtida utilizando 3% (p/v) de agua de
manipueira indica a potencialidade do uso deste residuo como substrato
indutor pela estirpe Streptomyces sp. IGAR-01.

A fermentacdo submersa durante quatro dias revelou-se ideal para todos
0S mocro-organismos estudados (Penicillium sp. 1S-7, Trichoderma reesei
RUT-C30 e Streptomyces sp. IGAR-01).

A caracterizagdo quanto ao perfil de temperatura e pH mostrou 60° C
como ideal para a maximizagcdo da atividade de celulases e amilase e uma
faixa 6tima de pH entre 5,0 e 7,0, sendo que o Penicillium sp. IS-7 na atividade
FPasica demonstrou grande potencial termotolerante, obtendo atividade
méaxima a 80° C, em pH 9,0.

A otimizacdo dos processos, através do uso da metodologia de
planejamento experimental foi bem sucedida, visto que se obtiveram as
concentracfes Otimas para as atividades enzimaticas (celulases e amilase).
Pode-se afirmar que o uso desta metodologia aliada ao bom senso é uma
ferramenta necessaria para a reducédo dos custos atraves do uso de residuos
lignocelulésicos e otimizacdo dos processos na produgdo enzimatica por micro-
organismos com potencial biotecnolégico.

Porém, novos estudos deverdo ser conduzidos para analisar melhores
respostas em outros sistemas de cultivo, através de analises fatoriais. Faz-se

necessario, também, a realizacdo de uma caracterizagdo enzimatica completa,
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determinando os efeitos da termoestabilidade e influéncia dos ions metalicos
nos extratos selecionados.
A realizacdo de um estudo utilizando o pré-tratamento seria de grande
importancia para comparar com a producao obtida com o residuo in natura.
Finalmente, é interessante a elaboracdo de um extrato enzimatico misto
para hidrélise da biomassa lignocelulésica para producdo de etanol segunda
geracao.
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