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RESUMO

As enzimas extracelulares sdo macromoléculas que possuem funcao biocatalisadora
e sdo secretadas por microrganismos que atualmente possuem grande aplicabilidade
industrial, principalmente na hidrolise de residuos industriais. Segundo a literatura, os
fungos filamentosos possuem alta capacidade de produgé&o dessas enzimas no qual
apresentam atividades hidroliticas. Dessa forma, objetivou-se selecionar linhagens de
fungos possuam alto potencial de producdo de concentrados xilanasicos e -
glicosidasicos que sejam capazes de hidrolisar residuos ricos em celulose e
hemicelulose. As linhagens selecionadas foram ativadas e induzidas a produzir as
enzimas estudadas em meios semi-solidos. Apés a realizacdo dos testes de deteccao
para as enzimas estudadas, avaliou-se as linhagens selecionadas através de cultivo
submerso durante um periodo de 240 horas e a producédo dos concentrados pelas
linhagens de maior potencial de producédo durante 16 dias em agitacdo e modo
estatico. Em suma, a avaliacéo inicial em cultivo submerso mostrou que as linhagens
MIBA 0300, MIBA 0346 e MIBA 0769 ofereceram destaques na producgado de [-
glicosidase e xilanase. Sendo assim, a producao dos concentrados de (-glicosidase
obteve maior atividade igual a 3,9U/mL pela a linhagem MIBA 0300 mantida sob
agitacdo e observado a inibicdo da atividade em cultivo estatico. Na avaliagdo da
enzima xilanase, observou-se maior atividade com 3.000 U/mL e 2.750 U/mL para
MIBA 0769 e MIBA 0346 respectivamente nas quais foram mantidas sob agitacdo. A
partir dos dados obtidos conclui-se que os concentrados obtidos possuem grande
capacidade de hidrolisar os materiais hemiceluloliticos e celuloliticos contidos no
xilano de madeira e farelo de trigo respectivamente e grandes possibilidades de

hidrolisar residuos de matérias primas amilaceas, como a mandioca.

Palavras-chaves: atividade enzimética, fungos filamentosos, concentrados,
biotecnologia, hidrdlise.



ABSTRACT

Extracellular enzymes are macromolecules that have biocatalyst function and are
secreted by microorganisms that currently have great industrial applicability, especially
in the hydrolysis of industrial waste. According to the literature, filamentous fungi have
a high capacity of production of the enzymes present in which hydrolytic activities.
Thus, the objective was to select strains of fungi have high potential for production of
concentrates of xylanase and B-glucosidase capable of hydrolyzing residues rich in
cellulose and hemicellulose. The strains selected were activated and induced to
produce the enzymes studied in semisolid medium. After completion of the screening
tests for enzymes studied, we evaluated the lines selected by submerged cultivation
for a period of 240 hours and the production of concentrates by the strains of greatest
potential for production for 16 days in agitation and static mode. In short, the initial
evaluation in submerged cultures showed that fungal strains MIBA 0300, MIBA MIBA
0346 and 0769 highlights offered in the production of B-glucosidase and xylanase.
Thus, the production of concentrates of 3-glucosidase had higher activity at 3,9 U/mL
for strain 0300 MIBA the stirring and the inhibition of the activity observed in static
culture. In assessing the xylanase enzyme, there was increased activity of 3,000 U/mL
and 2,750 U/ mL for MIBA 0769 and 0346 respectively in which were kept under
stirring. From the data obtained it can be concluded that concentrates obtained have
great ability to hydrolyze hemicellulolytic and cellulolytic materials contained in the
wood xylan and wheat bran, respectively, and great possibilities of hydrolyzing

amylaceous substances waste materials, such as cassava.

Keywords: enzymatic activity, filamentous fungi, concentrate, biotechnology,

hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos, principalmente os fungos filamentosos, podem produzir
como metabdlitos primarios as enzimas, estas que possuem ac¢ao catalitica em meio
a substratos e desperta cada dia mais interesse tecnologico justamente por ser
utilizada como alternativa aos processos quimicos tradicionais. As enzimas sao um
grupo de substancias organicas de natureza, normalmente proteica, com atividade
intra ou extracelular e que possuem atividades biocatalizadoras, aquelas que
aceleram reacdes. Os fungos possuem numerosos genes que expressam enzimas
hidroliticas que se apresentam bem em resposta ao pH, temperatura e aos nutrientes
disponiveis em condi¢Bes 6timas quando séo fornecidos no meio extracelular. Essas
enzimas fungicas, uma vez secretadas, podem hidrolisar moléculas organicas de alto
peso molecular, liberando unidades menores que podem ser utilizadas como fonte de
energia. Dessa forma, atualmente hd uma grande busca por concentrados
enzimaticos que possuam alta capacidade de hidrolisar residuos agroindustriais.

Devido ao mecanismo enzimatico que produzem para a hidrolise de substratos
naturais, os fungos filamentosos constituem uma fonte importante na busca de novos
produtos de interesse industrial e de inovacgao biotecnoldgica. Entre estas enzimas, a
B-glicosidase possui a fungédo de hidrolisar as isoflavonas que normalmente estao
glicosiladas e geralmente desenvolvem as angliconas possuem acado anticancerigena
e anticoagulante.

As celulases, e fazem parte da familia das glicosil hidrolases 1 . Esta classe de
glicosilase catalisa normalmente a hidrolise de ligacdes glicosidicas -1,4, B-1,3 e B-
1,6 a partir da extremidade nao redutora de oligossacarideos de cadeias pequenas,
alquil e aril B-D-glicosideos.

As xilanases sdo enzimas responsaveis, principalmente, pela hidrélises das
ligagcdes (-1,4 que estdo presentes em um componente da hemicelulose, a xilana
vegetal. Dessa forma, as hemiceluloses possuem varios polimeros que podem ser
formados por diferentes residuos de aglcares e que a degradag¢do completa necessita
de um grupo de enzimas. A endo [B-1,4 xilanase € a principal enzima de
despolimerizacao da xilana (COUGHLAN & HAZLEWOOD,1993). Esta enzima forma
um grupo de enzimas que sdo envolvidas na degradacao da xilana, ou seja, € uma
endo-enzima que hidrolisa ligagdes do tipo B-1,4 dentro da cadeia principal da xilana,

a hemicelulose, liberando assim os xilo-oligossacarideos


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula

As enzimas endo-1,4-B-xilanase possuem grande aplicagao no setor industrial:
na producao de alimentos como sucos, vinhos, cervejas e paes, no branqueamento
de polpas de papel, na fabricacdo de materiais téxteis e até na producao de etanol.
Na industria téxtil, a utilizacdo das enzimas torna-se mais eficaz no acabamento dos
tecidos, tornando-os mais lisos e macios, pois as mesmas possuem a capacidade de
degradar a superficie dos tecidos que sdo compostas geralmente por celulose. Na
industria de bebidas, as enzimas séo utilizadas no processo de vinificacdo onde estas
facilitam a extracéo de sucos e a maceragcao na producao dos néctares por romperem
a rede de celulose que ajuda a reter o liquido nas células vegetais. As B-glicosidases,
por exemplo, melhoram a extracdo de pigmentos e aromatizantes presentes nas
cascas das uvas utilizadas na producéo de vinhos e degradando compostos de sabor
desagradavel. No branqueamento de polpas de papel, as enzimas possuem a
capacidade de reduzir a utilizacdo de agente quimico branqueador em até 25%, pois
as mesmas conseguem facilitar a entrada de diéxido de cloro e 4gua no emaranhado
das fibras de celulose processo no qual causa o branqueamento da polpa inicialmente
de coloracdo marrom. Os fungos filamentosos possuem a capacidade de produzir tais
enzimas de forma a degradar material celulolitico e hemicelulolitico, de maneira
extracelular, onde esses materiais possam ser despolimerizados e transformados em
compostos menores formando novo produtos.

A dificuldade de se trabalhar com fungos filamentosos reside no fato de que os
mesmos apresentam as seguintes caracteristicas:

1. Crescimento micelial com formacgéo de esporos e apresente crescimento
uniforme;

2. Apresente baixa producdo de enzimas, sendo necessaria grande
conhecimento para fazer a manipulacdo adequada de modo que se
aumente os concentrados das enzimas no meio;

3. Separacdo ou concentragdo das enzimas no meio de cultura, pois é

necessario se ter equipamentos sofisticados.

Neste trabalho busca-se produzir enzimas extracelulares em concentrados
eficientes e capazes de realizar hidrélise de material hemicelulolitico. Portanto, o uso
de fungos filamentosos € o alvo para ser utilizado como produtores de enzimas

extracelulares.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi produzir concentrados das enzimas xilanase e (3-

glicosidase com potencial de hidrolise de residuos celuloliticos da mandioca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar investigacao sisteméatica de fungos com atividades xilanésicas e
B-glicosidasicas;

b) Investigar o crescimento dos fungos em diferentes meios;

c) Selecionar linhagens de fungos filamentosos que possuam maior
potencial de producéo de atividades xilanasicas e B-glicosidasicas;

d) Obter concentrados das enzimas xilanases e (3-glicosidases.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENZIMAS

3.1.1 Defini¢éo de Enzima

Enzimas sdo macromoléculas organicas que geralmente possuem natureza
protéica com atividade intra ou extracelular que tém funcdes catalisadoras no meio
onde atuam. Algumas enzimas também podem ser chamadas de ribozimas por
possuirem em sua constituicdo RNA De acordo com Campbell (2000), proteinas sao
cadeias longas de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas (amida) com um grupo
amina contendo nitrogénio carregado positivamente em uma extremidade e um grupo
carboxila carregado negativamente na outra extremidade, composta de uma série de
grupos laterais diferentes que correspondem a cada um dos 20 amino&cidos. Segundo
Harger (1982), essas enzimas também sdo chamadas de biocatalisadores de
estrutura proteica globular terciaria ou quaternaria, termolabeis e néo dialisaveis, que
aceleram muito a velocidade de uma reacdo quimica termodinamicamente possivel,
isto €, atuam reduzindo a barreira energética destas reacdes. Segundo Motta (2011),
as enzimas convertem uma substancia, chamada de substrato, em outra denominada
produto, e sdo extremamente especificas para a reacdo que catalisam. Isso significa
que, em geral, uma enzima catalisa um e s6 um tipo de reacdo quimica.
Consequentemente, o tipo de enzima encontrado em uma célula determina o tipo de
metabolismo que a célula efetua. A velocidade da reacao catalisada por uma enzima
€ aumentada devido ao abaixamento da energia de ativacdo necessaria para
converter o substrato no produto. O aceleramento da reacdo pode ser da ordem de
milhdes de vezes; por exemplo, a enzima orotidina-5fosfato descarboxilase diminui o
tempo da reacado por ela catalisada de 78 milhdes de anos para 25 milissegundos.
Conforme Harger (1982), essas enzimas sao obtidas de trés grandes fontes: vegetais
superiores (papaina do mamao, bromelina do abacaxi, ficina do figo); animais
superiores (enzimas pancreaticas, pepsina, catalase, renina) e micro-organismos
(como por exemplo, as amilases, proteases, pectinases, invertases, xilanaes, glicose-
oxidases, celulases, fitases, glicose-isomerases), de origem fungica ou bacteriana. As
enzimas foram divididas em seis grandes classes das quais foram estabelecidas

segundo a Uniéo Internacional de Bioquimica (IUB). Dentre essas classes estdo as


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Catalisador

oxirredutases (que catalisam a oxirredugéo), as transferases (que transferem grupos
quimicos entre moléculas), as hidrolases (que utilizam a agua como receptor funcional
de outras moléculas), liases (que formam ou destroem duplas), isomerases (que
transformam sua molécula em seu isémero) e ligases (que formam ligacées quimicas

por condensacéo).

3.2 ESTRUTURA E PROPRIEDADE DAS ENZIMAS

3.2.1 Sitios Ativos

Segundo Motta (2011), as enzimas sdo 0s catalisadores mais antigos que se
conhece e isso correlaciona-se tanto para substrato quanto para a rea¢do que ocorre
no mesmo. Essa catalise é inerente a enzima e reside em uma fenda ou cavidade
chamado de centro ativo ou ponto ativo. Este sitio € um arranjo de cadeias laterais de
aminoacidos que participam da ligacao (ligacdes ndo covalentes) com o substrato e
da catalise, formando um complexo enzima-substrato. Algumas vezes esses
aminoécidos, que formam os sitios ativos ficam em regibes muito distantes na
sequencia primaria, mas bem préximo aos sitio ativo que formam pelo envelopamento
da cadeia peptidica.

A maioria dos mecanismos de acdo das enzimas obedecem o mecanismo de

chave-fechadura entre enzima e subtrato como é mostrado na figura 01.

Figura 01. Mecanismo de acdo enzima-substrato.

Fonte: ergomix.com
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3.2.2 Especificidade e eficiéncia catalitica

Segundo Motta (2011), as enzimas sado especificas, isto €, hidrolisam e
sintetizam um composto em particular. Em alguns casos, sua acao esta limitada a
ligacbes especificas dentro dos compostos com 0s quais exercem reacgdo. Esta
especificidade é devido ao sitio ativo, parte da enzima que a difere da proteina, que é
capaz de se ligar a moléculas denominadas substrato formando o complexo enzima-
substrato, de modo que cada enzima aja sobre um numero muito limitado de
compostos. De acordo com a cinética da reacdo, modelos propostos pelos
pesquisadores Michaelis e Menten, a enzima E reage com o substrato S formando um
composto intermediario conhecido como complexo ativado instavel enzima-substrato
ES, o qual se decompde em enzima E e o produto de reacéo P.

E+S « ES - E+P

A quantidade de enzima exigida no processo € pequena e nao influi na variacao
energética da reacdo. A cinética da reacdo é influenciada pela concentracdo do
substrato e da enzima. A velocidade da reacdo aumenta com o0 aumento da
concentracdo de enzima para uma mesma concentracdo de substrato. Se a
concentracdo do substrato é baixa, temos uma subutilizacéo do sitio ativo da enzima
e, consequentemente, pouco produto é formado. Com o0 aumento da concentracdo do
substrato, a reacdo tende a atingir sua velocidade méaxima, isto €, produzir a maxima
guantidade de produto para uma quantidade de enzima pré-determinada e temos
assim, uma reacao saturada, logo a partir deste momento, a quantidade de substrato
adicionado nao altera mais a velocidade da reacgao.

3.2.3 Fonte de Carbono

A fonte de carbono fornecida ao microrganismo € fator de suma importancia
para que a producdo de determinada enzima tenha grande potencial, pois existem
varios estudos mostrando que a atividade enzimatica aumentou quando foram
utilizado bagaco de cana de acucar e farelo de soja como indutores das xilanases e
B-glicosidases respectivamente. Ja a glicose e outros acucares como xilose e frutose
podem reprimir a sua produgéo de a-amilases, por exemplo. Dessa forma, tem-se que

para cada enzima existe uma fonte de carbono (substrato) ideal ou mais adequado



para que se promovam reac¢des enzimaticas e de hidrolise com alto potencial de

producao.

3.2.3.1 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo grupos de polimeros heterogéneos pentoses,
constituidas principalmente por xilose e arabinose, por hexoses que Sao
principalmente glicose, manose e galactose e acidos de acucar. Diferentemente das
celuloses, as hemiceluloses ndo sédo quimicamente homogéneas. Geralmente as
hemiceluloses de madeira dura possuem xilanas e aquelas hemiceluloses de
coniferas possuem glicomananas na sua constituicdo. Estes constituintes com
composicdes diferenciadas pertencentes as hemiceluloses geralmente estédo
presentes na parede de alguns tipos de vegetais. A hemicelulose possui uma estrutura
mais parecida com a estrutura da lignina do que da celulose, onde sua estrutura
apresenta ramificacbes e cadeias laterais que muito interagem com a celulose
causando flexibilidade e estabilidade ao agregado. E observado que as hemiceluloses
estdo presentes em cerca de 25% a 27% no bagaco de cana e que principal acgucar
encontrado nas hemiceloses é a xilose. Além disso, observa-se também que a
hemicelulose possui um carater mais sucesptivel a hidrolise acida por possuir maior

acessibilidade aos acidos mineirais que promovem as funcdes catalisadoras.

3.2.3.2 Celulose

A celulose é o polimero de carboidrato mais ambudante existente na natureza
e € muito utilizada como fonte de alimento e energia (WYMAN et al., 2003). Na
biosfera do planeta Terra cerca de 40% da fonte de carbono encontrada esta contida
na celulose. Segundo Lynd et al, 2002 a celulase esta presente principalmente nas
plantas e também pode ser formada por alguns animais, principalmente
microrganismos. Apesar das grandes diferencas da estrutura anatdmica da parede
celular das plantas hd uma grande concentracdo de celulose que tem funcéo
unificadora. E notado que na maioria dos casos a celulose pode esta envolvida com
uma matrix de outros biopolimeros como a hemicelulose e a lignina.

A estrutura quimica da celulose é um composto linearformado por unidades de

anidroglucopiranose ligadas entre si por ligacdes glicosidicas. (WYMAN et al., 2003).



Segundo Wyman et al. (2003), a unidade basica de repeticdo da celulose é a
celobiose, onde esta celobiose é constituida por duas unidades adjacentes que
formam uma ligacéo glicosidica para a eliminacdo de uma molécula de agua que

envolve os grupos hidroxilicos de carbonos 1 e 4.

3.2.4 pH

A acdo catalitica de uma reagao enzimatica € alcancada dentro de limites muito
estreitos de pH. Cada reacdo tem um pH 6timo, que para a maioria das enzimas se
situa entre 4,5 e 8,0, e no qual a enzima apresenta sua atividade maxima. Valores
baixos ou altos de pH podem causar desnaturacdo protéica consideravel e
consequente inativacdo enzimatica. Por isso, € muito util saber em que faixa de pH a
enzima € mais estavel, ja que o pH de méxima estabilidade nem sempre coincide com
0 de maxima atividade. As enzimas podem ser inativadas, isto €, desnaturadas por
diversos fatores, como calor, ponto isoelétrico, sequestro de sais de calcio e agitacéo
mecanica. Para as 3-glicosidases o pH 6timo fica entre 4,5 e 5,5 (Daroit, 2007) e de

acordo com Magalhaes (2005), as xilanases possuem pH étimo fica entre 2,0 e 8,0.

3.2.5 Temperatura

A maioria das enzimas apresenta melhor desempenho em temperaturas que
variam de 30°C a 70°C e com valores de pH proximos a neutralidade (pH = 7). Em
geral, pode-se dizer que nenhuma enzima resiste por muito tempo a temperaturas
superiores a 100°C. A velocidade das reacdes enzimaticas aumenta com o aumento
da temperatura de modo semelhante ao das reacfes quimicas, isto €, a velocidade
da reacao duplica com o aumento de 10°C na temperatura da reacdo. Nas reacfes
enzimaticas, porém, a velocidade aumenta com a temperatura, até atingir uma
velocidade maxima, a partir da qual comeca a decrescer. Sob condi¢des especificas,
a temperatura 6tima para cada reagéo pode ser determinada (HECK et al., 2006).

O efeito da temperatura é muito complexo e pode ser devido a varias causas.
Inicialmente, com o aumento da temperatura, a atividade molecular € aumentada, o
gue amplia a formac¢do do complexo enzimatico; no entanto, com o aumento continuo
da temperatura, pode ocorrer uma inativacdo gradativa da enzima, até a inativacao

total, causada pela desnaturagéo protéica pelo calor. Em geral, as enzimas reagem



muito lentamente nas temperaturas de subcongelamento e sua atividade aumenta
com o aumento da temperatura até atingir uma atividade 6tima em temperaturas ao
redor de 45°C, além das quais comeca a sua inativacdo. (LEHNINGER, 2006).

Para as enzimas [B-glicosidases por exemplo, a faixa de temperatura 6tima fica
entre 30 a 50°C e para as xilanases a faixa de temperatura étima é de 45 a 70°C
(HECK et al., 2006).

3.2.6 Agitacéao

A intensidade de agitagcdo influéncia a mistura de nutrientes e a taxa de
transferéncia de oxigénio em muitas fermentacfes fangicas, influéncia também a
morfologia micelial e a formacdo de produto. Estudos demonstraram que altas
velocidades de agitacdo prejudicam a morfologia do micélio do fungo, e assim, podem
reduzir a producéo de enzimas (Gupta et al., 2003).

3.3 ENZIMAS HIDROLITICAS EXTRACELULARES

As enzimas sdo denominadas de acordo com as classes, como citado
anteriormente, e também segundo o substrato sobre o qual atuam. Dessa forma, as
enzimas hidroliticas que sdo aquelas que promovem a hidrélise de ligacbes
covalentes, ou seja, sdo aquelas enzimas que utilizam a agua para fazer hidrélise de
macromoléculas em moléculas menores. As xilanases e B-glicosidases sédo enzimas
hidroliticas e extracelulares (sdo excretadas para fora da célula) de microrganismos
podendo ser bactérias ou fungos e que comumente tem possuem grande utilizacédo
em processos de hidrélise. Essas enzimas extracelulares e de agao hidrolitica que
sdo produzidos por diferentes microrganismos causam diferentes formas de
degradacédo na madeira, por exemplo e essa degradacdo ocorre exclusivamente de
maneira extracelular onde os componentes dos materiais contidos na parede celular
de plantas devem ser despolimerizados a compostos menores e dessa forma
promover o transporte e consequentemente auxiliar no metabolismo intracelular dos
fungos envolvidos (MAGALHAES, 2005).
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3.3.1 Enzima xilanase

Segundo Magalhdes (2005), as xilanases fazem parte do grupo das
hemicelulases e sdo altamente dependente de enzimas que promovam a degradacao
das cadeias laterais. A hidrolise de diferentes xilanas é capaz de render uma notavel
variacdo de produtos como as xiloses, xilobioses, xilotrioses e acidos urénicos que se
diferem pelas quantidades liberadas. A principal enzima de despolimerizacdo da
xilana é a endo-1-4-B-xilanase. O mecanismo de acdo dessa enzima ocorre na cadeia
principal da xilana na qual produz certa quantidade de oligossacarideos menores
substituidos e nao-substituidos que serdo clivados pelas exo-1-4-B-xilanase. Os
dimeros de xilose produzidos geralmente séo clivados pela B-xilosidase (que é de
suma importancia para a hidrélise geral da xilana) e liberando D-xilose como Unico
produto da hidrolise.

E necessario ressaltar que esses substituintes sdo geralmente liberados ao
mesmo tempo por esterases e glicosidases correspondentes. A maioria das endo
xilanases sdo ditas de amplo dominio catalitico, mas que também possuem dominio
de ligacdo a xilana, a celulose e a carboidrato. A producgdo do sistema xilanolitico é
composta por diversas enzimas nas quais possuem diferentes especificidades e que
possuem sinergismo no processo de hidrélise da xilana e por isso nem todas as
enzimas xilanoliticas sdo equivalentes e igualmente acessiveis e isso pode mudar o
curso do processo devido a algumas retiradas de substituintes da cadeia (HECK et
al., 2006).

No processo de producdo de enzimas fungicas observa-se as xilanases
capazes de hidrolisar ligacGes glicosidicas proximas as ramificacbes da cadeia
principal e xilanases que hidrolisam liga¢cdes mais distantes da mesma sendo que
muitas dessas endoxilanases que conseguem clivar ligagcdes mais proxima a cadeia
principal da xilana ndo séo especificas e hidrolisam além da mesma celulose,
carboximetilcelulose celo-oligbmeros e laminarina. O mecanismo de acdo da endo e
exo xilanase pode ser observado na figura 02 onde observa-se a hidrélise da cadeia
da xilana pelas B-1-4 endoxilanases nas partes internas da cadeia liberando
xiloligossacarideos e exoxilanases liberando xilose a partir das partes ndo redutoras
da cadeia. (HECK et al., 2006).
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Figura 02. Mecanismo de acéo das enzimas xilanoliticas sob a xilana.

Fonte: Revista Quimica Nova, 2007.
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3.3.2 Enzima B-glicosidase

As enzimas que hidrolisam a celulose (celulases) estdo divididas em trés
principais grupos: endoglicanases (EG pB-1,4-D-glicanohidrolases, EC 3.2.1.4),
exoglicanases ou celobiohidrolases (CBH, 3-1,4-glicanocelobiohidrolase, EC 3.2.1.91)
e B-glicosidases ou celobiases (B-D-glicosideo glicohidrolases, EC 3.2.1.2.21). As
endoglicanases catalisam clivagens aleatorias em ligacdes B-1,4 ao longo da cadeia
de celulose, preferencialmente nas regibes menos cristalinas das microfibrilas,
gerando oligossacarideos de véarios tamanhos e consequentemente novas
extremidades. As exoglicanases removem residuos de celobiose das extremidades
redutoras ou ndo redutoras geradas pela acdo das endoglicanases e possuem uma
alta especificidade para a celulose insolavel, como a celulose microcristalina (HECK
et al., 2006).

As B-glicosidases clivam residuos de celodextrinas ou celobiose gerados pela
acdo das endoglicanases e exoglicanases, liberando monémeros de glicose. As
celulases distinguem-se de outras hidrolases glicosidicas por sua habilidade de
hidrolisar ligagbes B-1,4 entre residuos glicosidicos (LYND et al., 2002). Essas trés
classes de enzimas celuloliticas formam um complexo sistema celulolitico agindo de
forma sinérgica, as endoglicanases gerando extremidades para a acdo das
celobiohidrolases que por sua vez geram residuos de celobiose, substrato para as [3-
glicosidases (ZHOU et al., 2000). Além do sinergismo, ocorre ainda uma retroinibicéo
como forma de regulagcéo tanto da producdo quanto da atividade dessas enzimas,



12

onde o acumulo do produto da agdo das celulases sobre a celulose gera a inibicao
dessas enzimas. As endoglicanases e celobiohidrolases sé&o inibidas por celobiose,
tornando o papel das B-glicosidases muito importante no processo. As B-glicosidases
ao hidrolisarem a celobiose reduzem seu efeito inibidor sobre as celulases (Leite et
al., 2008).

3.4 MANDIOCA

Segundo (Graner et al., 1973 apud Viega, 2010) a mandioca € uma planta da
familia Euphorbiaceae, pertencente ao género Manihot, € um arbusto perene com
resisténcia a seca e adaptada a diversas condi¢cGes de clima e solo. A espécie de
maior importancia econémica € a Manihot esculenta (sinonimia Manihot utilissima
Pohl), conhecida mundialmente pelos nomes de cassava, manioc, tapioca, yuca,
mandioca, macaxeira e aipim tendo seu provavel centro de origem no Brasil, de onde
se espalhou para toda a América latina. Segundo Dallaquae Coral (2002), no mundo
ha 7.500 espécies aproximadamente distribuidas em todas as regifes tropicais e
subtropicais do mundo e que apresentam arbustos de 2 a 3 metros de raiz tuberosa
com alto valor alimenticio.

O Brasil apresenta-se como o0 segundo maior produtor mundial desta cultura
com 10% de toda a producdo mundial, atras somente da Nigéria, além destes,
Indonésia e Tailandia apresentam-se como 0s quatro maiores produtores mundiais
(FAO, 2012). A mandioca além de grande importancia para o setor alimenticio, possui
alta importancia no setor agroindustrial por ser utilizada na producdo de etanol
(COLLARES, 2011).

Os maiores produtores de mandioca do Brasil sdo os estados do Para, Parana
e Bahia que respondem por aproximadamente 50% da producdo nacional. As
espécies de mandioca sdo divididas em duas grandes classes: a amarga ou brava
(toxica), de uso apropriado para industrializagdo e a doce ou mansa (atéxica), também
chamada de aipim ou macaxeira, de uso mais frequente na culinaria (WESTBY, 2002).
A figura 03 mostra a mandioca da espécie Manihot esculenta Crantz que é a espécie

mais comumente encontrada no Brasil.
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Figura 03. Mandioca da espécie Manihot esculenta Crantz.

Fonte: orienteocidente.wordexpress.com

Segundo Marcon et al. (2007), o amido mandioca possui alta viscosidade, mas
€ menos resistente a degradacdo enzimatica e apresenta temperatura de
gelatinizagdo baixa quando comparado a outros amidos. Esse amido constitui um
pouco mais que 30% da mandioca e ja as fibras da mesma estdo presentes em
aproximadamente 1,1%. As fibras de mandioca sédo constituintes normais da parede
celular dos vegetais e sdo polissacarideos nao digeridos pelo organismo e que estédo
presentes nas celuloses, hemiceluloses, ligninas e outras e dependendo da
constituicdo podem ser sollveis e insolluveis. O amido é constituido por seis &tomos
de carbono e formando anéis de forma piranosidicanos quais estdo a amilose e a
amilopectina. A amilose é um polimero essencialmente linear da glicose, na qual as
unidades piranosidicas constituem a molécula linear contendo liga¢cdes a(1-4) e um
pequeno numero de ramificagdes nas ligagdes a(1-6). A amilopectina bem como a
amilose, € uma macromolécula longa e ramificada, formada por moléculas de D-
glicose, unida nas ligagdes a(1-4), sendo que mais ou menos a cada 20-25 ligacoes,
ocorre a ligagéo a(1-6) esta que por sua vez é responsavel pelas ramificacdes da
molécula de amido.

De acordo com Collares (2011), a grande preocupacdo ambiental esta
justamente nos residuos gerados pela utilizacdo da mandioca. Esses residuos (fibras)
sdo materiais vegetais e organicos, nos quais sao descartados livremente. Dessa
forma, h4 amplamente a busca de novas fontes alternativas e ambientalmente

corretas de degradacédo desse residuo.
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3.5 FUNGOS

Segundo Cardoso (2011), os organismos conhecidos como fungos possuem
peculiaridades o que confere ser colocado em um reino conhecido como Fungi. Os
fungos séo seres eucariontes, heretétrofos, cosmopolitas, de formas microscépicas,
mas que também apresentam-se de forma macroscopica e que também tem a funcéo
de auxiliar no desenvolvimento de outras espécies. Esses microscopicos seres
coexistem conosco vivendo em diferentes habitats: agua, ar, plantas, solo, animais e
até mesmo no préprio homem. Estes organismos vivem em relacdes onde podem
proporcionar tanto beneficios quanto maleficios ao meio onde existe, bem como a
outros organismos na natureza. Os fungos desempenham papel de grande
importancia no equilibrio do ambiente. S&o os fungos importantes aliados do processo
de decomposicdo, em especial a decomposicao de vegetais (GHIZELINI et al., 2006).

A atividade exercida pelas enzimas extracelulares fungicas, como as celulases
e pectinases estd extremamente ligada & degradacdo das estruturas rigidas de
plantas, que ndo sdo digeridas por outros animais. Os fungos séo explorados de
diversas formas, principalmente nas industrias farmacéuticas, de alimentos, cosmética
e téxtil, que utilizam o seu potencial de producéo de acidos citricos, fumarico e gélico
para fabricacdo de seus produtos, bem como, a utilizagdo das enzimas secretadas
pelos mesmo, como as xilanases que é utilizada na fabricacdo de racfes e corantes
para alimentos além de ter funcdo no biobranqueamento do papel e B-glicosidases
que tem funcdo anticancerigenas e podem ser utilizadas nas sintese de produtos

farmacéuticos.

3.5.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos s&o formados e constituidos a partir de estruturas de
frutificacdo que germinam dando origem a tubos germinativos que crescem, formando
as hifas ou filamentos. (TORTORA et al., 2002). As hifas podem ser septadas ou nao,
sendo essa Ultima denominada hifa cenocitica. O septo serve para promover a
individualizacdo das células que compdem as hifas. Desse modo, no segmento
intermediario de dois septos tém-se uma célula e, consequentemente, um ndcleo.

Apesar de o septo estar presente a individualizagédo nao ocorre completamente,

pois 0s septos apresentam poros interligando o citoplasma de uma célula com outra.
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Em se tratando de hifas 3 cenociticas, essas sdo visualizadas como uma estrutura
continua composta de varios nucleos. O crescimento da hifa ocorre por alongamento
de suas extremidades. Em condic¢des ideais as hifas proliferam formando uma massa
fiborosa denominada micélio (TORTORA et al., 2002). A organizacdo em hifas
apresenta fungbes importantes para o crescimento da col6nia. A hifa denominada
vegetativa desempenha o papel de obten¢éo de nutrientes, enquanto que oS esporos
tém funcéo reprodutiva. O estudo dos esporos assexuais e sexuais produzidos pelos
fungos filamentosos é necessario para a sua correta identificacdo. Devido a
complexidade da organizacao estrutural dos fungos filamentosos eles se desenvolvem

mais lentamente em relacdo as leveduras (TORTORA et al., 2002).

3.5.2 Fungos Epifiticos

Segundo Sartori (2003), os fungos epifiticos tém sido pouco estudados, quando
comparado aos fungos endofiticos, saprofiticos e patogénicos. A maioria dos estudos
com fungos epifiticos que também sdo chamados de fungos do filoplano, preocupa-
se com aqueles microrganismos associados as plantas de importancia econémica no
qual a superficie das plantas sdo colonizadas por uma ampla variedade de géneros
de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Os fungos epifiticos sdo os que crescem na superficie das folhas ou de cascas
e estdo divididos em dois grupos: os residentes e 0s ocasionais. Os residentes sao 0s
que multiplicam-se na superficie das folhas saudaveis sem afetar aparentemente seu
hospedeiro. Ja os ocasionais sédo considerados transitérios pois habitam a superficie
do hospedeiro mas ndao se multiplicam (ANDREWS & HARRYS 2000; LEE & HYDE,
2002).

Um dos aspectos mais importantes do filoplano é a disponibilidade de
nutrientes, que interfere diretamente no habitat da comunidade de microrganismos.
Neste ambiente sdo encontrados nutrientes essenciais ao desenvolvimento de muitos
microrganismos, como exsudatos foliares, residuos organicos, grdos de polen,
secrecOes liberadas por afidios e outras substancias. Os nutrientes inorganicos
encontrados nos lixiviados de oOrgaos das plantas incluem todos os minerais
essenciais e alguns outros elementos comumente encontrados nas plantas, incluindo
macro e microelementos. Os lixiviados também incluem grande soma de substancias

organicas como acgucares, aminoacidos, acidos organicos, fenodis, vitaminas e
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reguladores de crescimento (BETTIOL, 1991). A disponibilidade de agucares permite
o desenvolvimento de leveduras, iniciando assim o estadio da sucesséo
microbiolégica (BETTIOL, 1997). Também segundo Bettiol (1991), as substancias
liberadas pelos esporos de fungos e os metabdlitos microbianos extracelulares
também séo considerados fontes de nutrientes no filoplano. Dessa forma, mudancas
neste ambiente e na disponibilidade de nutrientes conduzem a alteragdes no equilibrio

existente.

3.6 HIDROLISE

De acordo com Oliveira (2011), é uma reacdo quimica de quebra de ligacao
guimica de uma molécula com a adicdo de uma molécula agua ao meio reacional
Nessa reacdo ocorre a quebra da molécula de agua em ions de hidrogénio (H*)
e hidroxila (OH") que se ligam as duas moléculas resultantes da quebra nas quais
podem possuir carater positivo e negativo. A dissolucdo de sais em agua também
pode ser chamada de hidrélise, pois onde esta ultima se ioniza em H* e OH" afim de

se ligar aos anions e cétions correspondentes do sal.

Segundo 0 mesmo autor, a agua, por si mesma, sem a presenca de enzimas
pode realizar uma hidrélise completa, quebrando moléculas de cadeia longa em
moléculas menores, e isto esta diretamente ligado a medida de pH do meio, como por
exemplo o processo de saponificacdo, que € o resultado da quebra

de triglicerideos (gorduras e 6leos) em sais de acidos graxos e glicerina.

3.6.1 Hidrélise enzimatica

Segundo Oliveira (2011), a hidrélise enzimatica o0 processo que mais acontece
na natureza, pois ocorre desde em uma cultura de bactérias quanto no trato digestorio
de animais como o0s seres humanos. Geralmente ocorre acontece em meio extra
celular, a partir da excrecdo de enzimas por células que podem ser bacterianas ou
fungicas afim de se quebrar as moléculas grandes em moléculas menores e que
podem passar pela membrana celular. Alguns processos de hidrélise enziméatica seria

a quebra de proteinas em cadeias polipeptidicas aos aminoacidos, a a quebra de
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Sal
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Triglicer%C3%ADdeos
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicerina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Polipept%C3%ADdio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aminoacidos
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polissacarideos como o amido e celulose em dissacarideos e monosacarideos, como
0 acucar e a quebra da hemicelulose em oligossacarideos por enzimas xilanases.
Conforme Escheufelle et al. (2012), o processo de hidrélise enzimética de
celulose e hemicelulose envolve a acado sinérgica entre enzimas celuloliticas ou
hemiceluloliticas respectivamente e que apresentam um alto custo associado a uma
baixa producédo. Diversas pesquisas tém sido realizadas na busca de enzimas
capazes de hidrolisar estes componentes vegetais de forma mais efetiva sendo pela
otimizacao de processos fermentativos, pela combinacdo de enzimas para a obtencéo
de complexos enziméticos mais eficientes ou pelo melhoramento dos processos

biotecnolégicos e inovadores.

3.6.2 Hidrdlise de residuos por concentrados enzimaticos

Conforme Carvalho (2011), a hidrolise de residuos por concentrados
enzimaticos sdo altamente especificas quando utilizado substratos susceptiveis para
as enzimas, ou seja, onde as condicdes estejam 6timas para a reacao e que a mesma
seja de alto potencial e reduza os niveis de producao de subprodutos indesejaveis no
processo. Dessa forma, para que a hidrélise dos residuos seja eficaz é necessério
aperfeicoar as condicbes para a reacdo como: pré-tratamento do residuo utilizado,
termoestabilidade das enzimas, concentracdo do substrato, tempo de duracdo de
hidrolise, pH do meio além de outros fatores importantes e que podem ser
interferentes na execucao do processo.

Ainda de acordo com Carvalho (2011), na hidrélise de residuos ocorre a
transferéncia de massa das moléculas de enzimas através da camada estagnada de
filme liquido e que as interferéncias a essa transferéncia de massa pode influenciar
na velocidade de reacdo global. Na hidrolise de residuos em reator de batelada
agitado a taxa de reacdo passa por trés fases: taxa de transferéncia de massa da
enzima, taxa de adsorcdo da enzima na superficie do substrato e a taxa de catélise
do concentrado enzimatico utilizado. A adsorcéo da enzima e a formacéo do complexo
do enzima-substrato.

Conforme Collares (2011), a hidrolise de matérias primas amilaceas ocorre
transformando o amido constituinte da mandioca em glicose, onde a hidrélise pode
ser feita em processo continuo ou descontinuo e a hidrélise pode ser quimica ou

enzimatica, aquela que utiliza concentrados enzimaticos na reagao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Polissacar%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Celulose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dissacar%C3%ADdeos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Monossacar%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar
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Segundo o mesmo autor, na hidrélise enzimética dessa matéria prima e de
outras podem ser utilizadas enzimas de origem vegetal ou microbiana. A hidrélise
enzimatica tem maior relevancia por ser um processo ocorrente em condi¢cdes mais
brandas de temperatura. Geralmente a hidrélise de mandioca e materiais amilaceos
inerentes a mesma estéo ligados & geracdo de energia, producédo de etanol. Desse
modo, a utilizagdo do processo de hidrdlise de residuos de mandioca, dando énfase
as fibras amiloliticas, tem-se destacado como forma alternativa e ambientalmente
correta por mostrar um processo biotecnoldgico inovador e promissor, mas que

atualmente ainda tem sido pouco estudado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do
Laboratorio de Investigacdo Sistematica em Biotecnologia e Biodiversidade Molecular
(LablSisBio) situado no Prédio de Quimica Pesquisa na Universidade Federal de Para
— UFPA, Campus Guama/PA. A tabela 01 mostra a relacdo dos meios de cultura e
reagentes utilizados. Esses meios de cultura foram preparados de acordo com 0s
procedimentos do LablSisBio.

Tabela 01 — Meios de cultura e reagentes utilizados durante as analises.

Fonte: Dados da pesquisa.

Xilano de madeira Saboraud
Farelo de trigo Extrato de malte
Peptona Vermelho Congo
Extrato de levedura Acido 3,5 — dinitrossalicilico
Agar Azul de comassie
BDA Tampao citrato-fosfato
Czapek Tampao acetato
KH2POa4 MgS0Oa4.7H20
K2HPO4 NH4NO3
Glicose CaClz
Na2COs NacCl

4.1.1 Fluxograma do processo

No fluxograma 01 encontra-se um esquema do processo que esta dividido em
etapas que serdo executadas de forma sequencial até a obtencdo dos concentrados

enzimaticos das linhagens fungicas que apresentaram maior potencial de producao.
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Fluxograma 01. Fluxograma do processo executado.
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4.1.2 Obtencédo dos microrganismos

Foram selecionados 18 fungos da cole¢cao MIBA (Microrganismos de Interesse
Biotecnoldgico da Amazonia) que estdo depositados na Micoteca do Laboratério de
Microbiologia do LablSisBio. Essas colbnias de fugose selecionadas foram isoladas
das raizes da mandioca (Manihot esculenta) e das sementes de andiroba (Carapa
guianensis) e estavam preserve em agua, glicerol 10% e 6leo mineral. As linhagens

utilizadas nas analises apresentam-se na tabela 02.



Tabela 02. Cédigo dos microrganismos utilizados nas analises

Fonte: Dados da pesquisa.

Item
1

© 00 N O o b~ WD

e S S S e e e
0o N oo o0 M WON B O

Caodigo
MIBA 0021
MIBA 0069
MIBA 0130
MIBA 0156
MIBA 0201
MIBA 0221
MIBA 0288
MIBA 0300
MIBA 0345
MIBA 0346
MIBA 0347
MIBA 0348
MIBA 0350
MIBA 0351
MIBA 0500
MIBA 0507
MIBA 0769
MIBA 0770

Género
sem identificacéo
sem identificacéo
sem identificacéo
sem identificacéo

Penicillium
sem identificacéo
sem identificacéo
sem identificacéo
sem identificacéo
sem identificacédo
sem identificacéo

Penicillium
sem identificacéo

Fusarium
sem identificacéo

Fusarium
sem identificacéo

Aspergillus

4.1.3 Meios de cultura semi-sélido
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Para a ativacao dos fungos, foi preparado o meio BDA (39g para 1000mL) e

esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Na capela de fluxo laminar, verteu-

se 20mL do meio em placas de Petri esterilizadas e aguardou-se a solidificacdo. Com

o auxilio de um bisturi estéril foi inoculado um micélio de 5mm de diametro do fungo

gue estava preserve em agua ou 6leo mineral ou glicerol. Os fungos foram incubados

em estufa a 30°C por 10 dias onde aguardou-se 0s proximos repiques.

Para a investigacao do crescimento dos fungos, foram utilizados os meios BDA

(39 g para 1000mL), GPY (1%(m/v) glicose, 0,25%(m/v) peptona e extrato de levedura
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e 2%(m/v) agar), Saboraud (65g para 1000mL), EM (1%(m/v) extrato de malte,
1%(m/v) glicose, 2%(m/v) agar) e Czapek (35g para 1000mL). Os meios de cultura
semi-solidos foram autoclavados e inoculados seguindo o mesmo modo de repique

descrito acima. Os fungos também foram incubados em estufa a 30°C por 10 dias.

Para a indugao das enzimas xilanase e (-glicosidase, foram utilizados os meios
de cultura XPY (1% (m/v) de xilano de madeira, 0,25% (m/v) peptona e extrato de
levedura e 2% (m/v) de agar) e FPY (1% (m/v) de farelo de trigo, 0,25% (m/v) peptona
e extrato de levedura e 2% (m/v) de agar) respectivamente. Esses meios de cultura
semi-sélidos foram autoclavados e inoculados seguindo o mesmo modo descrito

acima. Foram incubados por 72 horas em estufa a 30°C para o teste de revelagao.

4.1.4. Investigacao do crescimento micelial utilizando eixo ortogonal.

A partir das linhagens inoculadas em meio BDA realizou-se a medida do
crescimento das col6nias de fugose. Tracaram-se dois eixos perpendiculares em cada
placa, dividindo as colénias em quadrantes aproximadamente iguais no qual
possibilitou-se duas medidas de diametro na vertical e horizontal por placa. Esse
diametro foi medido com o auxilio de uma régua de 30cm a cada 24 horas durante

dez dias consecutivos.

4.1.5 Detecgédo das atividades xilanase e B-glicosidase

Seguindo a metodologia de Theather e Wood (1982), os microrganismos foram
avaliados em meio XPY onde as linhagens encontravam-se incubadas a 30°C por 72
horas. Para a deteccdo da presenca da enzima xilanase foi vertido sobre as placas
inoculadas uma solucao de vermelho congo (0,1% m/v) o qual reagiu por 2 horas. O
excesso foi drenado e sobre as placas verteu-se uma solucdo de NaCl 1M o qual
reagiu por 15 minutos. O excesso da solucédo foi drenado e a formacéo de um halo
translucido ao redor da col6nia € indicativo positivo da atividade xilanasica. As placas

foram fotografadas e o halo formado foi medido com o auxilio de uma régua de 30cm.

4.1.6 Cultivo submerso para a enzima xilanase

Na quantificacéo da atividade xilanase em cultivo submerso foram preparados

150mL de meio de cultura em erlenmayer de 250mL no qual utiliza-se 10g/L de xilano
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e 0s sais inorganicos: 2g/L KH2PO4, 2g/L K2HPOa4, 0,6g9/L MgS0Oa4.7H20, 2g/L NH4NOs,
0,5¢g/L CaClz. Antes de autoclavar, o pH do meio foi ajustado para 5,0. Os meios foram
preparados e esterilizados em autoclave & 121°C por 15 minutos. Na capela de fluxo
laminar, esperou-se esfriar o meio de cultura e com o auxilio de um bisturi estéril foram
inoculados 5 micélios de 5mm de diametro do fungo que estava previamente

inoculado em cultivo semi-sélido de adaptacéo XPY.

Os cultivos submersos foram realizados em 7 linhagens para enzima xilanase.
Estes foram colocados em um shaker orbitalar & 30°C e 120rpm durante um periodo
de 240 horas (aproximadamente 10 dias). A cada 24 horas, foi retirada uma aliquota

de 3mL do caldo enzimético para a andlises enzimética, agucar redutor e proteina.

4.1.6 Cultivo submerso para a enzima B-glicosidase

Na quantificacdo da atividade B-glicosidase em cultivo submerso foram
preparados 150mL de meio de cultura em erlenmayer de 250mL no qual utiliza-se
10g/L de farelo de trigo e os sais inorganicos: 2g/L KH2POa4, 2g/L K2HPO4, 0,69/L
MgSOa4.7H20, 2g/L NH4NOs, 0,5g/L CaClz. Antes de autoclavar, o pH do meio foi
ajustado para 5,0. Os meios foram preparados e esterilizados em autoclave & 121°C
por 15 minutos. Na capela de fluxo laminar, esperou-se esfriar o meio de cultura e
com o auxilio de um bisturi estéril foram inoculados 5 micélios de 5mm de didmetro

do fungo que estava previamente inoculado em cultivo semi-sélido de adaptacéo FPY.

Os cultivos submersos foram realizados em 10 linhagens para enzima (-
glicosidase. Estes foram colocados em um shaker orbitalar & 30°C e 120rpm durante
um periodo de 240 horas (aproximadamente 10 dias). A cada 24 horas, foi retirada
uma aliquota de 2mL do caldo enzimatico para a analises enzimatica, acucar redutor

e proteina.

4.1.8 Quantificacdo de atividade xilanase

Em um tubo de 10mL foram adicionados 400uL de extrato enzimatico, 400uL
de solucao substrato de 0,5% de xilana em 0,05M de tamp&o acetato e pH 5,0. O
sistema foi agitado periodicamente para manter-se a xilana e incubado a 50° C por 30
minutos. Foram preparados dois controles: um branco do reagente e um branco da

amostra. No controle do reagente foram adicionados 400uL da solucdo tampéo e
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400uL de solucdo substrato e no controle da amostra (branco da amostra) foi
adicionado 400pL de extrato enzimatico e 400uL de uma solugdo tampao nos quais
foram mantidos nas mesmas condicoes.

Apés a incubacédo, a reacdo foi interrompida quando se adicionou 800uL da
solucao de &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS) e submeteu-se a fervura por 5 minutos e
em seguida os tubos foram resfriados. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro UV-Vis em 540nm.

A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1umol de xilose. Quando os valores das absorbéncias das
amostras lidas séo correlacionados com a equacao da reta extraida de uma curva de
guantificacdo padrdo, mostrada no grafico 01 no qual foi construida a partir de uma
solucéo de xilose (1g/L). Dessa forma € possivel calcular a atividade enzimatica

produzida pelo fungo selecionado.

Gréfico 01. Curva Padréo utilizando xilose para quantificacdo da enzima xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.1.9 Quantificacdo de atividade B-glicosidase

Em um tubo de 10mL adicionou-se 800uL da solugédo de 1mM de PNPG diluido
em tampao citrato fosfato 0,1M pH igual a 5 e foi incubado em uma estufa a 30°C por
5 minutos. Apds os 5 minutos, foi adicionou-se 200uL da amostra (caldo enziméatico)

e incubado novamente a 30°C por 30 minutos. Foram preparados dois controles: um
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branco do reagente e um branco da amostra. No controle do reagente foram
adicionados 200pL da solugao tampéao e 800uL de solucao substrato e no controle da
amostra (branco da amostra) foi adicionado 200uL de extrato enzimatico e 800uL de

uma solucéo tampao nos quais foram mantidos nas mesmas condicdes.

Apébs a incubacdo a reacédo foi interrompida quando adicionou-se 1000uL de
carbonato de sddio 0,25M e pH 9,0. O resultado amarelo foi imediatamente medido a

420 nm em espectrofotdmetro UV-Vis.

A guantidade hidrolisada de PNPG foi calculada com referéncia na calibracao
da curva de quantificacdo que serd mostrada no grafico 02, na qual foi feita

simultaneamente e da mesma maneira, utilizando-se 5 a 300pmol de PNP.

Gréfico 02. Curva Padrao utilizando PNP para quantificacdo da enzima B-glicosidase

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.1.10 Quantificacdo de agucar redutor

Na analise de agucar redutor foi utilizada a metodologia modificada de Miller,
1959 onde as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. Em um tubo
de 10mL adicionou-se 100uL do sobrenadante do caldo enzimatico e adicionando-se
200 pL de agua deionizada e 300uL de reagente DNS. No controle do reagente
adicionou-se 300uL de agua deionizada e 300uL de reagente DNS e para o controle

da amostra adicionou-se 100uL da amostra e 500uL de agua deionizada.
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Os tubos foram submetidos & fervura durante 5 minutos e resfriados. Em
seguida, adicionou-se 1000uL de agua deionizada. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro para o comprimento de onda de 540 nm.

A curva de quantificacdo padrdo, mostrada no grafico 03, foi construida
utilizando-se diferentes concentragdes de glicose, onde a partir da equacgao da reta foi
possivel calcular o quanto de glicose esta sendo liberada para o meio durante um

determinado periodo de tempo.

Grafico 03. Curva Padréo utilizando glicose para quantificacdo agUcar redutor.

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.1.11 Quantificacdo de proteina

Na quantificacdo de proteina foi utilizada a metodologia de Bradford, 1976. A
amostra foi transferida para um tubo de ependoff e centrifugada por 10.000 rpm por
um periodo de 10 minutos. Em um tubo de 10mL adicionou-se 200uL do sobrenadante
e adicionou-se 1800uL de uma solucdo de Bradford 0,1mg.mLt. No controle do
reagente adicionou-se 200uL de &gua e adicionou-se 1800uL de uma solucdo de
Bradford 0,1mg.mL"1. Esperou-se 5 minutos de tempo reacional e realizou-se a leitura
em espectrofotobmetro em 595nm.

A determinacao do teor de proteina foi realizada com o auxilio da equacao da

reta proveniente de uma curva de quantificacdo padrdo, mostrada no gréafico 04, que
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foi construida nas mesmas condi¢des deste experimento utilizando como padréo BSA

(albumina).

Gréfico 04. Curva Padréao utilizando BSA para quantificacdo de proteina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE XILANASICA E B-GLICOSIDASE

O cultivo submerso das linhagens isoladas das sementes de andiroba (Carapa
guianensis) e das raizes de mandioca (Manihot esculenta) foi realizado inicialmente
por um periodo de 10 dias (aproximadamente 240 horas) e para a producdo dos
concentrados por um periodo de 16 dias nos quais apés as analises foram obtidos os
valores das absorbancias referentes a cada amostra, de cada dia, realizadas em

duplicata.

Para cada cultivo submerso, foram realizadas em todas as amostras as
analises da atividade enzimatica, acucar redutor e proteina e a partir das absorbancias
obtidas, foi possivel realizar uma média dos valores referentes as amostras, calcular
a absorbancia liquida (média das absorbancias — branco de maior valor), o desvio
padrdo, a variancia, a concentracao xilose, PNP, glicose e albumina liberadas pelas
linhagens. Os calculos foram realizados coma ajuda do programa Excel versao 2012.

As concentracdes das amostras foram calculadas com o auxilio da equacéo da reta
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de uma Curva de Quantificacdo Padrdo construida para cada analise como ja foi

mostrado em gréficos anteriores.

Como descrito anteriormente, a partir das curvas de quantificacdo mostradas
foi possivel calcular as concentracdes relacionadas as respectivas quantificacdes e a

atividade enzimatica (U/mL) de cada enzima produzida pelos fungos selecionados.

A atividade enzimatica B-glicosidasica e xilanasica foi calculada a partir da

equacdao 1 descrita.

Equacéo 1. Calculo das Atividades enzimaticas xilanase e 3-glicosidase.

A Ve 1
Atividade = — x — x = x1000 x Fd
e Ve T

Onde, Atividade é dada em U/mL, A = absorvancia liquida, € = coeficiente
angular da equacédo da reta da curva de quantificacdo, Vt= volume total na analise
(mL), Ve= volume enzima na analise (mL), T=tempo (minutos) e Fd= fator de dilui¢cdo
utilizado.

Em algumas amostras foi necessario fazer uma diluicéo, o fator de diluicéo foi

calculado a partir da equacao 2 descrita abaixo.

Equacao 2. Célculo do Fator de dilui¢cdo

Fd=2

Ve

Onde, Fd= fator de dilui¢cdo, Vt= volume total (mL) e Ve= volume enzima (mL).

E importante ressaltar que para a maioria dos fungos houve dilui¢céo do caldo
enzimatico, essas diluicdes amostra(uL):agua(uL) foram 200:200, 100:300, 50:350,
25:375, e especificamente para os fungos MIBA 0346 e MIBA 0769 houveram
diluicdes 10:390 e 5:395. Durante o periodo de analise foi observado que a maioria
dos fungos selecionados baixaram o pH e o mantiveram entre 5,0 e 5,5. A avaliacéao

sobre a concentragdo de acUcar para todas as amostras manteve-se como 0O
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esperado, os valores aumentaram, com algumas oscilagdes que devem-se h4 alguns

erros de manipulacdo nas analises.

4.3 PRODUCAO DOS CONCENTRADOS ENZIMATICOS XILANASICOS

Na producédo dos concentrados da enzima xilanase foram utilizados 250mL de
meio contendo xilano de madeira e sais inorganicos, nas concentracdoes descritas
anteriormente, em erlenmayer de 500mL. A cada 24 horas foram retiradas aliquotas
de 3mL e avaliada a atividade e o teor de proteina. Ao se atingir a atividade maxima,
50% do meio foi filtrado e retirado e adicionado a mesma quantidade retirada de meio
fresco. ApGs a troca do meio, novas aliquotas foram retiradas até se atingir a atividade
maxima novamente e os filtrados (concentrados) foram congelados a -5°C. Para a
producdo dos concentrados xilanasicos foram selecionados os fungos MIBA 0769 e
MIBA 0346, pois foram os que apresentaram maior atividade em 240 horas na
guantificacdo na etapa anterior.

O cultivo dessas duas linhagens selecionadas foi realizado em agitacdo e em
modo estatico. O cultivo em agitacao foi feito em shaker orbitalar a 30°C e o cultivo

estatico mantido em mesma temperatura.

4.4 PRODUCAO DOS CONCENTRADOS ENZIMATICOS B-GLICOSIDASICOS

Na produgcdo dos concentrados da enzima [-glicosidase foram utilizados
250mL de meio contendo farelo de trigo e sais inorganicos, nas concentracfes
descritas anteriormente, em erlenmayer de 500mL. A cada 24 horas foram retiradas
aliquotas de 2mL e avaliada a atividade e o teor de proteina. Ao se atingir a atividade
maxima, 50% do meio foi filtrado e retirado e adicionado a mesma quantidade retirada
de meio fresco. Apés a troca do meio, novas aliquotas foram retiradas até se atingir a
atividade maxima novamente e os filtrados (concentrados) foram congelados a -5°C.
Para a produgédo dos concentrados [B-glicosidasicos foram selecionados os fungos
MIBA 0300 e MIBA 0769, pois foram os que apresentaram maior atividade em 240

horas na quantificacdo na etapa anterior.

O cultivo dessas duas linhagens selecionadas foi realizado em agitacao e em
modo estatico. O cultivo em agitacao foi feito em shaker orbitalar a 30°C e o cultivo

estatico mantido na mesma temperatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos obtidos foram isolados assepticamente a partir das raizes
de mandioca (Manihot esculenta) e sementes de andiroba (Carapa Guianensis), na
qual quando este trabalho foi desenvolvido as linhagens ja estavam depositadas na
Micoteca do LablSisBio — UFPA.

Inicialmente a selecdo dos microrganismos utilizados neste trabalho levou em
consideracao apenas aqueles que ainda nao haviam sido estudados. Os resultados a
seguir mostram outras sele¢des, nas quais resultaram as linhagens que apresentarem

maior potencial de producéo para as enzimas xilanase e B-glicosidase.

5.2 INVESTIGAC}AO DO CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

Na analise de investigacdo do crescimento das linhagens nos cinco diferentes
eixos de cultivo, os meios BDA, Czapek e Extrato de malte foram os melhores, onde
mais de 50% dos fungos selecionados conseguiram se desenvolver mais e alcancar
todo o didmetro da placa em poucos dias. Essa constatacdo deve-se a necessidade
dos fungos em obter glicose dos meios de cultura para sua sobrevivéncia. Dentre os
18 fungos selecionados, cinco desses conseguiram se desenvolver de maneira mais
agil durante o periodo de 3 e 4 dias. A investigacao de crescimento dos fungos MIBA
0130, 0156, 0221, 0300 e 0500, que foram os melhores sdo mostrados nas tabelas
03,04, 05, 06 e 07. Os valores mostrados nessas tabelas sdo referentes as medidas

do crescimento dos fungos (cm) para cada dia em cada meio de cultura.

Tabela 03. Investigacdo de crescimento do fungo MIBA 0130.

Dias BDA APY Sabouraud EM Czapek

Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa2 Placal Placa?2

1° 0,910 10;10 26;2,7 2021 10;10 08,08 12;1,2 1,2;1,4 0,7,08 0,8;0,6
2° 4,244 5958 5151 4342 73,71 5855 5455 5552 5360 6,260
3° 72,76 7879 7575 7975 9,090 8584 7,272 77,76 9,090 90,90

40 9,0,9,0 9,0,9,0 9,0,9,0 9,0,;9,0 - 9,0;,9,0 9,0;9,0 9,0;9,0 -

Tabela 04. Investigacdo de crescimento do fungo MIBA 0156.

Dias BDA APY Sabouraud EM Czapek

Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa 2

1° 1,920 1918 2,221 2,2:22 1513 1513 1,415 1514 1,3:116 1,3;:1,6
20 7371 6,965 5050 4649 7,788 9,090 4,547 4345 7,2;75 7,0;7,3
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3° 9,0,9,0 9,090 8485 7,6;7,2 9,090 - 7574 73,72 9,090 9,090

4° - - 9,0,9,0 9,0;9,0 - 9,0;9,0 9,0;9,0

Tabela 05. Investigacdo de crescimento do fungo MIBA 0221.

Dias BDA APY Sabouraud EM Czapek

Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa 2

10 2,025 2,323 2,623 2,321 2,423 2,222 1818 2,020 1,2;1,2 1,2;1,2
20 8,38,1 7,1.7,2 5558 5558 7575 8,284 4,339 3552 536,3 6,571

4° 9,0,9,0 9,0;9,0 9,0,9,0 9,0;9,0

3° 9,0,9,0 90,90 8,589 8,590 9,090 9,090 6567 6,46,7 9,090 9,090

Tabela 06. Investigacdo de crescimento do fungo MIBA 0300.

Dias BDA APY Sabouraud EM Czapek

Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa 2

1° 2,220 21,20 3,131 2,9;3,0 20,20 2,222 2,116 21,20 2,022 21,25
2° 72;7,3 7575 6,46,3 6,060 9090 9,090 6,663 6,358 8,583 8,087
3° 8,584 8,2,8,7 8589 8,888 - - 9,0,9,0 9,0,90 9,090 9,0;9,0

40 9,0,9,0 9,0,9,0 9,0;9,0 9,0;9,0 - -

Tabela 07. Investigacdo de crescimento do fungo MIBA 0500.

Dias BDA APY Sabouraud EM Czapek

Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa2 Placal Placa 2

1° 2928 2,830 3,735 3538 2930 2,726 1920 2,019 1,313 0,7,0,8
20 7,374 6,66,7 6964 6,869 7,782 7,683 5,657 5,759 72,70 7,57,8
30 9,0;9,0 9,0,9,0 9,0,9,0 9,0;9,0 9,0;9,0 9,0,9,0 9,0;9,0 9,0;9,0 9,0;9,0 9,0;9,0

53 DETECCAO DA ATIVIDADE XILANASICA E SELECAO DOS
MICRORGANISMOS

O teste de revelacao realizado mostrou que apenas duas linhagens néo foram
positivas para a presenca de xilanase e que a maioria apresentou halo de degradacao
entre 0,1 e 0,2cm. Apenas uma linhagem apresentou halo significativo de 0,5cm.

O halo translucido de degradacao formado apés o teste de revelagdo mostra
gue a linhagem selecionada mostra-se positiva frente a xilanase, ou seja, que a
linhagem possui a capacidade de hidrolisar o substrato do meio, que nesse caso
especifico foi o xilano de madeira, no qual é constituido de hemicelulose. As tabelas
08 apresenta os resultados da revelagdo com os respectivos halos (cm) de cada

linhagem.
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Tabela 08. Teste de revelacao para a enzima xilanase realizado com as linhangens

selecionadas.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Fungos Producéo Halo xilanase (cm)
Selecionados  Xilanase

MIBA 0351 presente 0,1 0,1
MIBA 0345 presente 0,2 0,2
MIBA 0346 presente 0,1 0,1
MIBA 0347 presente 0,2 0,2
MIBA 0369 presente 0,1 0,1
MIBA 0285 presente 0,1 0,1
MIBA 0348 presente sem halo sem halo
MIBA 0770 presente 0,1 0,1
MIBA 0350 presente 0,2 0,2
MIBA 0507 presente 0,1 0,1
MIBA 0500 ausente - -
MIBA 0021 presente 0,1 0,1
MIBA 0044 ausente sem halo  sem halo
MIBA 0069 presente sem halo  sem halo
MIBA 0130 presente sem halo  sem halo
MIBA 0156 presente 0,1 0,1
MIBA 0201 presente sem halo sem halo
MIBA 0221 presente sem halo sem halo
MIBA 0288 presente 0,5 0,5
MIBA 0300 presente sem halo  sem halo

De acordo com a tabela 08, os fungos MIBA 0345, MIBA 0350, MIBA 0347,
MIBA 0021 e MIBA 0288 foram as linhagens que apresentaram a medida de maior
halo translicido formado ao redor da colénia.

As figuras 04 e 05 sé&o referentes ao teste de revelacao realizado para a enzima

xilanase utilizando vermelho congo e cloreto de sédio, onde é possivel observar o halo
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de degradacdo ao redor das colénias de fugose, comprovando o potencial das

linhagens em hidrolisar o substrato.

Figura 04. Teste de revelacdo para xilanase realizado com as linhangens

selecionadas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: 1-MIBA 0300; 2-MIBA 0069; 3-MIBA 0350; 4-MIBA 0221; 5-MIBA 0021; 6-MIBA 0156; 7-MIBA
0288; 8-MIBA 0351; 9-MIBA 0769

De acordo com a figura 4 observa-se que os fungos MIBA 288, MIBA 0351 e
MIBA 0769 que estdo nos quadros 7,8, 9 respectivamente foram 0s que apresentaram
maior halo de degradacédo, ou seja, foram os que conseguiram melhor degradar o
substrato utilizado. Segundo a mesma figura, as outras linhagens apenas tiveram a

capacidade descorar a colbnia.
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Figura 05. Teste de revelagdo para xilanase realizado das demais linhangens
selecionadas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: 10-MIBA 0770; 11-MIBA 0507; 12-MIBA 0345; 13-MIBA 0285; 14-MIBA 0346; 15-MIBA 0348;
16-MIBA 0201; 17-MIBA 0500; 18-MIBA 0347.

De acordo com a figura 05, os fungos MIBA 0345, MIBA 0285, MIBA 0346 e
MIBA 0347 correspondentes aos quadros 12, 13, 14 e 18 respectivamente foram os
melhores em degradar o substrato, pois conseguiram formar um halo translicido ao
redor da colénia. Os fungos MIBA 0507 e MIBA 0500, quadros 11 e 17
respectivamente, foram os Unicos que nao conseguiram degradar o substrato.

5.4 PRODUCAO DE XILANASE
As andlises de avaliagdo do potencial da enzima xilanase em degradar o xilano

de madeira contido no meio de cultivo como substrato € demonstrado nos graficos 05
e 06.
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5.4.1 Atividade enzimatica xilanase

No screening inicial realizado em cultivo submerso para avaliagcao do potencial
de producdo das dez linhagens selecionadas observou-se que duas delas
apresentaram potencial de destaque, nas qual estam codificadas como MIBA 0769 e
MIBA 0346. No grafico 05 é observado os valores das atividades xilanasicas em
(U/mL) durante o periodo de aproximadamente 240 horas. As linhagens em destaque
citadas anteriormente apresentaram maior potencial em aproximadamente 168 e 216
horas respectivamente, mostrando potencial de degradacdo do xilano de madeira

presente como substrato no meio de cultivo.

Gréfico 05. Atividade enzimatica para xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Segundo Valadares, 2013 o T. reesei € um dos melhores produtores de
enzimas hemiceluloliticas onde a enzima xilanase chega a alcancar 485 a 2147 U/mL.
As linhagens MIBA 0769 e 0346 apresentaram valores proximos de aproximadamente
340 U/mL e 253 U/mL respectivamente.

5.3.2 Avaliacao para proteina em xilanase
As analises realizadas comprovaram potencial proteico dentro dos valores
esperados para a avaliacdo de proteina para xilanase. As linhagens MIBA 0130 e

MIBA 0156 destacaram-se por apresentarem os maiores valores durante 240 horas.
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O gréfico 06 mostra essa avaliacao inicial realizada para proteina advindas do cultivo

submerso para enzima xilanase.

Gréfico 06. Proteina para enzima xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Segundo Valadares, 2013 e Souza, 2012 os valores de proteina variam entre
107 mg/mL a 323 mg/mL. Os fungos MIBA 0130 e 0156 obtiveram valores proximos

a 200 mg/mL autenticando a boa producéo proteica por linhagens fungicas.

5.5 PRODUCAO DE B-GLICOSIDASE.
Os graficos 07 e 08 mostram a avaliag&o inicial realizada para dez linhagens
selecionadas, na qual a quantificacdo demonstra o potencial de degradacdo do

substrato farelo de trigo pela agao enzima B-glicosidase excretada pelos fungos.

5.5.1 Atividade enzimatica B-glicosidase

Na avaliagao da atividade B-glicosidasica as linhagens MIBA 0300 e MIBA 0769
foram aquelas que apresentaram maior destaque por quantificarem maior atividade
em U/mL em um periodo de 192 horas como a maioria das outras linhagens avaliadas.
O grafico 07 mostra a avaliacao inicial das dez linhagens selecionadas para a enzima

B-glicosidase em farelo de trigo.



Grafico 07. Atividade da enzima B-glicosidase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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De acordo com Valadares, 2013 o fungo T. reesei também é uma das melhores

espécies produtoras de enzima celulolitica B-glicosidase onde sua producédo é de até

2,7U/mL. Os fungos MIBA 0300 e 0769 foram os que apresentaram atividades

proximas a 0,22U/mL e foram considerados os melhores entre os selecionados.

5.5.2 Avaliacédo da proteina em B-glicosidase

Na avaliagéo proteica da enzima [3-glicosidase realizada para as dez linhagens

selecionadas, observou-se destaque da linhagem MIBA 0351 por apresentar valores

significativos para proteina em mg/mL. O grafico 08 mostra 0 comportamento das

linhagens analisadas pelo periodo de 240 horas.

Grafico 08. Proteina para enzima B-glicosidase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Segundo o mesmo referencial tedrico citado anteriormente, a linhagem
codificada como MIBA 0351 que obteve maior destaque apresentou maior produgao
proteica igual a aproximadamente 300 mg/mL, valor bem proxima a literatura

consultada.

5.6 PRODUC}AO DOS CONCENTRADOS ENZIMATICOS DE XILANASE

A avaliacdo da producédo de concentrados foi realizada em um periodo de 18
dias consecutivos. Observou-se que tanto para os concentrados xilanasicos quanto
para os B-glicosidasicos, a atividade enzimatica aumentou de maneira significativa em

relacdo a avaliacao inicial

5.6.1 Atividade xilanase dos concentrados

O gréfico 09 mostra a avaliagcdo realizada para a producédo dos concentrados
enzimaticos onde as linhagens MIBA 0769 e MIBA 0346 que estavam mantidos sobre
agitacdo apresentaram valores significativos de atividade enzimatica de
aproximadamente 3.000 U/mL e 2.750 U/mL em 12 e 15 dias respectivamente.
Segundo o mesmo grafico, observou-se também que a producdo de forma estatica
para as mesmas linhagens foi muito menos significativa. Dessa forma, conclui-se que
0s concentrados enzimaticos das linhagens que foram mantidas sob agitacédo
apresentam maior potencial de hidrélise da hemicelulose constituinte xilano de

madeira.

Gréafico 09. Atividade enziméatica dos concentrados de xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.

Producao de concentrados xilandsicos

3350

3050

2750

2450

2150 _
1850 / —@— MIBA 07609 agit.

1550 —@— MIBA 0769 estat.
1250

950

650
350 —@— MIBA 0346 estat.

MIBA 0346 agit.

Atividade xilanasica (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Cultivo (dias)



39

5.6.2 Proteina dos concentrados xilanasicos

A producéo de proteina por concentrados xilanasicos mostrou-se controversa
no grafico 10, onde em 10 dias de cultivo as linhagens MIBA 0769 e MIBA 0346
mantidas estaticas apresentaram maiores valores de atividade proteica do que as
mesmas linhagens quando mantidas em agitagcdo. No entanto para linhagem MIBA
0769 sob agitacdo houve aumento na atividade de proteina correspondente a

atividade enzimatica do meio.

Gréfico 10. Proteina dos concentrados de xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.6.3 AcuUcar redutor dos concentrados de xilanase.

Na avaliacdo da glicose, mostrada no grafico 11, presente no meio de cultivo
dos concentrados onde as linhagens foram mantidas sob agitacéo, observou-se uma
alta producédo nos primeiros dias de analise e em seguida o consumo do agucar que
foi produzido no meio. Para as linhagens que foram mantidas em modo estatico houve
incoeréncia nos dados obtidos. Dessa forma, serd necessario a repeticdo das

analises.
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Grafico 11. Agucar redutor dos concentrados de xilanase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.7 PRODUCAO DOS CONCENTRADOS ENZIMATICOS DE B-GLICOSIDASE

A avaliacdo da produgdo dos concentrados para a enzima [(-glicosidase
também foi significante para apenas uma das linhagens analisadas que estava sob
agitacdo. Foi observado também que a auséncia de rotacao inibiu a producao essa
enzima. Dessa forma, conclui-se que apenas uma das linhagens dos concentrados
obtidos apresenta a capacidade de hidrolisar o substrato farelo de trigo, rico em

celulose vegetal.
5.7.1 Atividade B-glicosidase dos concentrados

Na avaliacdo de B-glicosidase observou-se o significativo aumento de atividade
enzimatica da linhagem MIBA 0300 sob agitacdo quando comparada a avaliacdo
inicial que foi realizada, onde atividade maxima foi proxima a 3,9 U/mL no 16° dia de
cultivo como pode ser verificado no grafico 12. Observou-se também que a mesma
linhagem mostrou-se inibida quando mantida de forma estatica para a producéo, pois

durante 16 dias a producéo de atividade maxima foi igual a 0,0008 U/mL



41

Gréfico 12. Atividade enzimatica dos concentrados de -gicosidase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.7.2 Proteina dos concentrados B-glicosidasicos

A avaliagdo de proteina realizada para os concentrados de B-glicosidase, de
acordo com o grafico 13, mostraram comportamento similar a avaliacéo inicial. No
entanto, a maioria os dados obtidos oscilaram muito, sendo assim, para a constatacao
de valores mais préximos dos reais serd necessario refazer as analises de proteina,
pois além da possibilidade de ter ocorrido erros na manipulacédo das andlises, pode
ser que os concentrados estejam produzindo uma enzima interferente no processo
chamada protease.

Observa-se também que o decaimento da producdo de proteina pelos
concentrados ocorre apenas na primeira etapa (obtencdo do primeiro concentrado),
pois a partir do 11° e 12° dia os valores comecam a aumentar, como esperado, pois
houve a adicdo de 50% de meio fresco ao sistema.
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Gréfico 13. Proteina dos concentrados de 3-gicosidase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.7.3 Acucar redutor dos concentrados de B-glicosidase

A avaliacdo de glicose no meio de cultivo comportou-se de forma totalmente
diferente para os cultivos sob agitacao e estatico como pode ser verificado no gréafico
14. Para as linhagens MIBA 0769 e MIBA 0300 mantidas em cultivo estatico observou-
se uma producdo de glicose nos primeiros dias de cultivo e em seguida um consumo
desse mesmo produto que foi produzido. J& em relagcdo as mesmas linhagens que
foram mantidas sob agitacdo mostrou-se que as mesmas SO apresentaram a

capacidade de consumir o agucar que ja estava contido no meio de cultivo.

Gréfico 14. Acucar redutor dos concentrados de B-gicosidase.

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados discutidos conclui-se que o screening realizado das
linhagens selecionadas da colecdo MIBA apresentam qualitativamente a presenca de
atividade xilanasica. Dessa forma, a avaliagdo inicial de quantificacdo das linhagens
pré-selecionadas a produzir as enzimas [-glicosidase e xilanase mostraram que
aguelas codificadas como MIBA 0300, MIBA 0346 e 0769 foram as que apresentaram
maior potencial de hidrolise dos substratos utilizados, farelo de trigo e xilano de
madeira mostrando a maior a atividade enzimética apds dez dias consecutivos de
cultivo e destacando-se por serem bons produtores de tais enzimas hidroliticas.

Na producdo de concentrados as linhagens mantidas sob agitacdo a 30°C
foram aquelas que apresentaram maiores potenciais enzimaticos tanto para a enzima
xilanase quanto para a enzima (-glicosidase.

Nas atividades B-glicosidasicas obtida dos concentrados, a linhagem MIBA
0300 mantida em agitacdo apresentou 3,9 u/mL sendo considerada a de maior
significancia e mostrando a capacidade de hidrolisar o material celulolitico. E
importante ressaltar que a producdo dos concentrados dessa enzima que foram
mantidos de modo estatico apresentaram dados insignificantes de atividade, menores
que 0,3 U/mL.

Nas atividades para a enzima xilanase obtida dos concentrados observou-se o0
alto potencial enzimatico das duas linhagens analisadas (MIBA 0769 e MIBA 0346)
mantidas sob agitacdo onde apresentaram 3.000 U/mL e 2.750 U/mL
respectivamente. Dessa forma, a partir dos dados obtidos esses concentrados
mostraram a capacidade de hidrolisar o substrato hemicelulolitico.

Em complementacéo ao trabalho, sera necessario a avaliacdo da capacidade
de hidrélise dos residuos industriais de mandioca, mais especificamente as fibras
amilaceas. No entanto, mesmo sem esta avaliacdo pode-se pré-afirmar que ha grades
possibilidades dos concentrados obtidos das enzimas xilanase e [B-glicosidase
hidrolisarem esse residuo pelos constituintes da parede celular da mesma possuirem
materiais hemiceluliticos e celuloliticos, que também estdo presentes no xilano de

madeira e farelo de trigo.
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