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RESUMO

Diversos microrganismos, como bactérias e fungos, podem produzir enzimas lignoceluloliticas,
sendo que os fungos sdo mais estudados sobretudo devido ao fato de possuir um maior cédigo
genetico e, portanto, uma maior possibilidade de apresentarem 0s genes responsaveis pela
producdo das celulases. Dentre as espécies fungicas reportadas em estudos recentes, existem
aquelas isoladas do ambiente amazonico, o qual € uma enorme reserva de biodiversidade no
mundo e possui muitos micro-ecossistemas e condi¢Oes climaticas ideais para o crescimento
fangico. No entanto, a potencialidade dos microrganismos de ambiente amaz6nico na producao
de celulases é pouco estudada. Assim, este trabalho se propfe ao isolamento e estudo de novas
linhagens fangicas do ambiente amazonico, as quais sejam capazes de produzir celulases com
elevadas atividades hidroliticas. Foi possivel realizar o isolamento de oito linhagens fungicas
do solo da regido arborizada do Campus Il da Unifesspa. Das oito linhagens isoladas e
purificadas, cinco delas foram avaliadas quanto a sua capacidade em produzir enzimas
celulases. Observou-se que todas as linhagens fungicas estudadas apresentaram atividade,
dentre quais pode-se destacar as linhagens A1C2-03, A1C2-05 e A1C2-06, que apresentaram
atividades celuloliticas semelhantes e bem promissoras para a continuacdo da pesquisa. Para
continuacdo da pesquisa foi analisado o melhor tempo de cultivo para a producéo de celulases
pela linhagem fangica A1C2-03, a qual foi cultivada em meio de cultura sélido rico em farelo
de trigo. O crescimento fungico foi realizado durante 10 dias, obtendo-se 3 dias como tempo
6timo. Logo em seguida foram analisados os principais parametros utilizados na reacdo de
hidrélise enzimatica da celulose: pH (2-7), temperatura (40-80 °C) e a estabilidade térmica das
celulases da linhagem A1C2-03 (40 °C-80 °C). As condicOes reacionais étimas determinadas
foram: pH 6timo de 2,8 e temperatura 6tima de 40 °C, além de determinar que a estabilidade
térmica das celulases diminui significativamente com ao aumento da temperatura acima de 50
°C.

Palavras-chaves: Fungos amazoénicos, Celulase, Enzimas hidroliticas, Celulose.



ABSTRACT

Several microorganisms, such as bacteria and fungi, can produce lignocellulolytic enzymes,
and fungi are more studied mainly due to the fact that they have a greater genetic code and,
therefore, a greater possibility of presenting the genes responsible for the production of
cellulases. Among the fungal species reported in recent studies, there are those isolated from
the Amazon environment, which is a huge biodiversity reserve in the world and has many
micro-ecosystems and ideal climatic conditions for fungal growth. However, the potential of
microorganisms from the Amazonian environment in the production of cellulases is poorly
studied. Thus, this work proposes the isolation and study of new fungal strains from the
Amazonian environment, which are capable of producing cellulases with high hydrolytic
activities. It was possible to isolate eight fungal strains from the soil of the wooded region of
Campus Il of Unifesspa. Of the eight strains isolated and purified, five of them were evaluated
for their ability to produce cellulase enzymes. It was observed that all the fungal strains studied
showed activity, among which we can highlight the strains A1C2-03, A1C2-05 and A1C2-06,
which showed similar cellulolytic activities and very promising for the continuation of the
research. For the continuation of the research, the best cultivation time for the production of
cellulases by the fungal line A1C2-03, which was cultivated in solid culture medium rich in
wheat bran, was analyzed. Fungal growth was carried out for 10 days, with 3 days being the
optimal time. Soon after, the main parameters used in the enzymatic hydrolysis reaction of
cellulose were analyzed: pH (2-7), temperature (40-80 °C) and the thermal stability of cellulases
of the A1C2-03 lineage (40 °C-80 ° C). The optimal reaction conditions determined were:
optimal pH of 2.8 and optimal temperature of 40 °C, in addition to determining that the thermal
stability of cellulases significantly decreases with increasing temperature above 50 °C.

Keywords: Amazonian fungi, Cellulase, Hydrolytic enzymes, Cellulose.
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1. INTRODUCAO

A busca por novas linhagens fungicas produtoras de enzimas celuloliticas € uma grande
demanda mundial devido a necessidade de encontrar alternativas aos combustiveis fosseis, 0s
quais sdo responsaveis por grande parte da poluicdo atmosférica. Esta busca torna-se ainda mais
plausivel quando as alternativas encontradas podem solucionar o maior empecilho do uso de
combustiveis de fontes renovaveis: a competicdo com a producdo de alimentos. Esta
competicdo existe devido ao fato de que o etanol produzido atualmente usa, na maioria dos

casos, matéria-prima que também é usada como alimento.

Nos EUA usa-se o milho como matéria-prima e no Brasil usa-se cana-de-acUcar, que é
também usada para a producdo de sacarose. Assim, a descoberta de celulases capazes de
hidrolisar a celulose com alto rendimento e que sejam produzidas com baixo custo se tornaria

uma importante saida para solucionar alguns dos principais problemas no setor energético. ™

Dentre as espécies fungicas capazes de produzir celulases, reportadas em estudos
recentes, existem aquelas isoladas do ambiente amazénico, o qual é uma enorme reserva de
biodiversidade no mundo e possui muitos micro-ecossistemas e condi¢cdes climaticas ideais
para o crescimento flngico. 2!

Uma das espécies fungicas de ambiente amazonico relatadas como produtoras de
celulase é o Trichoderma harzianum, com duas linhagens desta espécie sendo reportadas em
trabalhos diferentes atestando tal capacidade. O primeiro trabalho, reportado por Delabona et
al. (2012), mostrou que as celulases produzidas pela linhagem T. harzianum P49P11 possuem
uma grande atividade frente ao bagaco de cana-de-agcar tratado com exploséo a vapor. !

O outro trabalho foi realizado por Souza et al. (2018), no qual usou a linhagem T.
harzianum 422 obtendo-se também uma boa atividade das celulases frente ao bagaco de cana-
de-acucar, este tratado com moinho de bolas e tratamento hidrotérmico. !

Espécies fungicas do género Aspergillus também ja foram relatadas como isoladas do
ambiente amaz6nico e com capacidade de produzir celulases com boas atividades enzimaticas.
S&o elas A. niger P47C3 e A. fumigatus P40M2, que produziram celulases usando diferentes
substratos para cultivo (farelo de soja, farelo de trigo e farelo de trigo misturado com bagaco
de cana-de-agucar, demonstrando que diversos materiais podem ser usados como substratos
indutores da producio de celulases. !

A potencialidade dos microrganismos de ambiente amaz6énico na producdo de celulases
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é enorme, embora seja pouco estudada. Um exemplo é o trabalho descrito por Toyama et al.
(2018) que descreve a descoberta de uma B-glicosidase, uma das enzimas do complexo
celulésico, atraves de uma analise metagendmica da dgua do lago Poraqué. A descoberta do
gene de uma celulase presente em microrganismos de ambiente aquatico mostra que ainda ha

muito a se conhecer acerca da microbiota amazonica e seu potencial biotecnoldgico. !
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Bioprospeccdo de fungos do ambiente amazénico capazes de produzir enzimas
lignoceluloliticas visando a producéo de celulases e sua aplicacdo no reaproveitamento de

biomassa vegetal.

2.2. Objetivos Especificos

Realizar o isolamento de linhagens na regido de Maraba;

Avaliar o potencial das linhagens como produtoras de celulases;

Avaliar a influéncia da composicéo do meio de cultura na producdo de celulases pelas
linhagens com maior atividade celulolitica;

Produzir celulases a partir do cultivo do fungo em meio de cultura rico em lignocelulose;

Estudar as condi¢es reacionais 6timas para a atividade hidrolitica das celulases.
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3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1. O Complexo Celulasico — Mecanismos de Acéo e Aplicagédo

Os materiais lignoceluldsicos sdo descritos como a maior biomassa nao alimentar e um
dos recursos renovaveis mais abundantes do planeta, essas biomassas vegetais sdo constituidas
por trés principais fragdes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que séo unidas entre
si por ligacdes covalentes glicosidicas. Essas fragBes principais sdo responsaveis por 98 % de
toda a matéria seca dos materiais. [

A Figura 1 tem representada esta biomassa vegetal que é formada por uma complexa
estrutura interligada pela juncdo dos monémeros de glicose, que formam a celulose, envoltos

pela hemicelulose e conectados pela lignina.

Figura 1: Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.

Hemicelulose ) Celulose

Fonte: Adaptado de WYMAN, & YANG, 2009. @

3.2. Lignina

A lignina é o segundo biopolimero mais abundante nos materiais lignocelul6sicos,
podendo representar até 25 % de toda a biomassa. Possui uma estrutura complexa com um
sistema heterogéneo e ramificado, formada pela polimerizacdo radicalar de unidades de
fenilpropandides (alcool p-cumarilico, alcool coniferilico, alcool sinapilico, coniferaldeido e
aceto de sinapila), os quais ndo podem ser usados como uma matéria-prima para a produgéo de
etanol por meio de fermentagdo microbiana, e afeta de forma significativa o desempenho

técnico econdmico da producéo de &lcool combustivel 2G. [
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3.3. Hemicelulose
As hemiceluloses sdo polissacarideos heterogéneos, sendo o segundo maior hidrato de

carbono em biomassa lignocelulosica, constituido principalmente de xilana, presente na parede
celular de células vegetais. Quimicamente, as hemiceluloses sdo formadas por varios residuos
de agucares como D-xilose, D-manose, D-arabinose e D-galactose, dentre outros, e por seus
acidos urdnicos ligados entre si através de ligacdes p-1,4-glicosidicas (Figura 2). Hemiceluloses
séo ramificadas na natureza através das suas cadeias laterais, criando uma estrutura amorfa
diferente da estrutura linear e cristalina da celulose. Portanto, por serem intimamente associadas
com a lignina e a celulose, as hemiceluloses tém sua conformagéo estrutural alterada de acordo
com o local em que séo encontradas. Sendo assim, a hemicelulose ajuda a estabilizar a parede
celular através de pontes de hidrogénio com a celulose, formadas na etapa anterior a
lignificacdo. Além disso, ela é ligada por ligacGes covalentes a lignina, ou seja, a ligacdo entre

hemicelulose e lignina sdo mais fortes e consistentes que hemicelulose com celulose. (101 (1111221

Figura 2: Acucares que compdem as unidades de hemicelulose.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES
H OH coouo H
H OoH H OOH H OH OOoH
, S & RS
H HO H HO H H H
H OH g H OH On
p-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-L-ramnose
H OH COOH "
OH OoH H OoH H OOH
L M OHOOH o8 H @l
H H P A HyCO OH HO H
H OH MM H OH o =

a-D-arabinopiranose p-D-manose acidoa-D-4-O-metilglucurdnico  a-L-fucase

O OH OH COOH
OH H HO oH °"°,;c oy
 H o' u W’ OH
HO” H  OH i g H OH
a-L-arabinosefurancse a-D-galactose acidoa-D-galacturdnico

Fonte: Adaptado de HUEBRA, 2016. (%!
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3.4. Celulose

O reaproveitamento de biomassa, sobretudo dos materiais lignocelul6sicos, tem sido
alvo de diversas pesquisas. Grande parte destas pesquisas visam o0 desenvolvimento de
biotecnologia através do reaproveitamento da celulose — principal componente dos materiais
lignocelulosicos — através da hidrolise para a producao de agucares fermentesciveis e posterior
producdo do bioetanol.

A celulose é o polimero mais abundante na biosfera e o principal constituinte das
biomassas. Corresponde de um terco a metade do tecido das plantas e é constantemente
sintetizado pela fotossintese. E um homopolissacarideo ndo ramificado formado por unidades
monoméricas de celobiose, a qual é formada pela jun¢éo de duas unidades de D-glicose unidas
através de ligagdes glicosidicas, como mostra a Figura 3. Os anéis de glicose adotam uma

conformacao mais estavel na forma de cadeira com os grupos hidroxila na posi¢cdo equatorial.
[14] [15] [16]

Figura 3: Representacgdo estrutural molecular da fracéo celulésica de materiais lignocelulésicos.

OH i OH
\ s 5
HO 2 B E
»A,N 7~ pa Sy W%?%ﬁf”
OH (v\ OH
OH L Jdn OH

Fonte: Adaptado de BUANAFINA & COSGROVE, 2014. 7]

A resisténcia do substrato a hidrolise serad definida pelo grau de polimerizacdo e pelo
indice de cristalinidade entre cada fibra de celulose, estabilizada por inUmeras pontes de
hidrogénio, intra e intermolecular. As multiplas liga¢6es de hidrogénio (Figura 4) ligam as 36
unidades de glucanas (polissacarideo composto por monémeros de D-glicose), e cada uma
dessas unidades de glucana pode ser composta de até 15000 unidades de D-glicose unidas por
ligagBes B-1,4-glicosidicas, fazendo-as impenetraveis a dgua e, portanto, insolveis, originando

fibras compactas e que constituem a parede celular dos vegetais. [*81 1]
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Figura 4: Ligagdes intra e intermoleculares das moléculas de glicose.
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Fonte: Adaptado de DONINI et al., 2010. 2%

O tamanho e a forma da parede celular, assim como a composi¢do quimica dos materiais
lignoceluldsicos varia de espécie para espécie. De maneira geral, a celulose esta presente em
maior quantidade, seguida da hemicelulose e, por fim, da lignina. 2

A composicdo quimica de residuos lignoceluldsicos € interessante ao ponto de vista
biotecnoldgico, pois geralmente esses residuos sdo compostos de 20 % a 60 % de celulose, 20
% a 30 % de hemicelulose e 15 % a 30 % de lignina. [#?]

O Brasil, por apresentar uma economia fortemente ligada a agricultura, gera grandes
quantidades de residuos da agroindUstria, e especial atencdo vem sendo dada para o
reaproveitamento desses subprodutos, contribuindo para a minimizacdo de problemas
ambientais e energéticos. [°]

As fontes lignocelul6sicas agroindustriais sao consideradas uma alternativa promissora
no qual o objetivo é o uso de matérias-primas de baixo custo. Além disso, devido a sua estrutura
especifica, a biomassa lignoceluldsica é capaz de ser empregada para obter um amplo espectro
de produtos quimicos. Na literatura encontra-se um leque de aplicacdes destas biomassas
renovaveis na producdo de bioetanol, &cidos organicos, proteinas, enzimas e outros.
Subprodutos lignocelulésicos da moagem do gréao de trigo, residuos do milho, do arroz e outros,

que, como mencionado, podem ser utilizados como substratos para produgdo de enzimas e

outros produtos da fermentagao. 24
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3.5. Celulases

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre a celulose,
promovendo sua hidrdlise. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam
em sinergia para a liberacdo de acUcares, dos quais, a glicose é 0 que desperta maior interesse
industrial devido a possibilidade de sua conversio em etanol. %51

As celulases produzidas por fungos e bactérias apresentam um alto custo de producéo,
devido aos substratos formados e a baixa taxa de crescimento. E importante destacar que a
maior parte das pesquisas realizadas sobre a producéo de celulases tém-se centrado em fungos.
[26]

A conversdo enzimatica da celulose em glicose é uma tarefa ardua, devido a natureza
fisica do substrato, que é composta principalmente de fibras cristalinas insolGveis, chamadas
de microfibrilas, nas quais as pontes de hidrogénio mantém as moléculas unidas. Essas fibras
sdo embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina, a qual reduz a acessibilidade as
enzimas celuloliticas. 2711281291

A hidrolise enzimatica € realizada por celulases, as quais possuem alta especificidade
de substrato, sendo que as condic¢des reacionais sdo mais brandas (pH 4,8 e temperatura entre
45-50 °C) que as condi¢des de hidrdlise com &cidos inorganicos (hidrélise &cida). Devido &s
condicGes serem brandas, uma menor quantidade de subprodutos é liberada. A maior limitacéo
dessa metodologia é a necessidade de usar grandes quantidades de enzimas, 0 que encarece
muito o processo enzimatico. %

A hidrolise enzimatica das pontes glicosidicas ocorre por meio da catélise &cida geral,
em que sdo necessarios dois aminoacidos criticos: um doador de prétons e um nucleéfilo/base.
A catélise &cida é, usualmente, promovida pelos residuos aspartato e/ou glutamato. Nessa
catalise ocorre uma reacdo de remoc¢do simples ou dupla, resultando em inversdo ou retencéo,
respectivamente, da configuracdo anomérica do atomo de carbono do glicosideo hidrolisado.
[31][32]

A classificacdo das celulases, de acordo com seu local de atuacdo no substrato
celuldsico, as divide em trés grandes grupos: a) As endo 1,4-p-D-glucanases que hidrolisam a
cadeia celulosica internamente de maneira aleatoria; b) As exo-1,4-p-D-glucanases que
hidrolisam a cadeia celulosica a partir de suas extremidades liberando celobioses; e c) As 1,4-
B-D-glicosidases que promovem a hidrdlise da celobiose em glicose e podem também clivar

unidades glicosidicas a partir de celuloligossacarideos. As enzimas do complexo celulasico
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atuam em conjunto e apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos

individuais. Tal efeito é conhecido como sinergia.

A Figura 5 tem representada a funcdo de cada uma dessas enzimas durante 0 processo
de hidrdlise da celulose até a libertacdo dos mondmeros de glicose.

Figura 5: Representacdo da funcdo enzimatica durante o processo de hidrélise da celulose.

X

‘f-glicosidase

Fonte: Adaptado de OGEDA & PETRI, 2010. 3
Observando esse potencial natural dos microrganismos, diversos estudos tém sido
realizados com o intuito de possibilitar a producdo destas celulases em larga escala e viabilizar
a obtenc&o de compostos quimicos renovaveis advindos de residuos lignoceluldsicos. B4

Figura 6: Possivel Mecanismo da Hidrolise Enzimatica da Celulose
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Fonte Adaptado de PAULA, 2009. ¥
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3.6. Producédo de Celulases por Fungos

Diversos microrganismos, como bactérias e fungos, podem produzir enzimas
lignoceluloliticas, sendo que os géneros fungicos sdo os mais explorados comercialmente
devido a capacidade de secretarem altos niveis de proteina e também, devido a possibilidade
de suas enzimas atuarem naturalmente de maneira bastante efetiva na hidrdlise da biomassa.
[36]

Os fungos que decompdem substancias celulosicas ocorrem no solo, colonizando
vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcao de reciclagem de nutrientes. A atividade
fangica depende do conteddo de matéria organica no solo, a qual determina, sobremaneira, a
ocorréncia e a distribuigdo desses organismos. 71

A determinacéo de condigOes ideais para 0s processos de producdo de enzimas significa,
obviamente, aumento de rentabilidade e aumento da atividade enzimética dos extratos
resultantes. Dessa forma, as condi¢des de cultivo dos microrganismos, como pH, temperatura,
tempo de cultivo, teor de umidade, tipo de substrato e tipo de fermentacdo (sendo fermentagéo
submersa ou em estado s6lido), devem ser levadas em considerag&o.

O pH do meio afeta a taxa de crescimento dos microrganismos, as variacdes de pH
podem causar importantes alteraces na constituicdo microbiana. Para que o pH se mantenha
num valor 6timo para atividade bioldgica e producdo enzimatica, é essencial que exista uma
suficiente capacidade tampdo que permita neutralizar possiveis alteragdes durante o
crescimento. (81

De acordo com Pinto (2003), a temperatura influencia diretamente a germinacao dos
esporos, crescimento e formacao de produtos. Durante o cultivo o calor deve ser dissipado para
ndo ocorrer 0 aumento da temperatura e com isso prejudicar o processo. Vale lembrar que, de
acordo com as caracteristicas morfologicas e metabdlicas destes microrganismos, a temperatura
ideal de cultivo pode variar significativamente de uma linhagem para outra. (%

Outro fator importante é o tempo de cultivo, que tem por objetivo obter-se o melhor
tempo para se atingir uma maior producdo de celulases ativas. Quanto menor o tempo
necessario para atingir a produtividade maxima da enzima, melhor, pois também reduzira o
custo da produgéo em larga escala.

O teor de umidade do substrato é um parametro intimamente relacionado, pois € usado
para difundir gases inibidores, solutos e metabdlitos. A quantidade de agua presente na
biomassa depende do tipo de material lignoceluldsico utilizado, da biomolécula alvo e do tipo

de microrganismo. Quando a umidade é elevada resulta na diminuigdo da porosidade,
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problemas nas trocas gasosas e contaminagédo cruzada. Por outro lado, baixos teores de umidade
ocasionam problemas no crescimento dos microrganismos. O teor de umidade para o cultivo
do microrganismo depende da porosidade do substrato, ou seja, 0 quanto ele consegue reter
agua. Por isso a umidade tem que estar relacionada com a umidade da biomassa para poder
promover o crescimento do agente fermentador. Existe um valor de umidade para cada
microrganismo associado ao substrato que ndo necessariamente sera o melhor valor para a
excrecdo do produto de interesse. (401 1411

A fermentacdo em estado solido (FES) também chamada de fermentacdo semissolida,
ou fermentacdo em meio semissolido, visa o crescimento de microrganismos em meio solido.
Os substratos utilizados na FES sdo de origem agroindustrial como: grdos de arroz, raizes de
mandioca, farelo de soja, farelo de arroz, farelo de trigo entre outros. A &gua existente nesses
sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina camada na superficie das
particulas. A umidade necessaria para o crescimento microbiano encontra-se adsorvida, ou
agregada ao meio. [4°1 (4211431

A FES ¢é uma das técnicas mais utilizadas pela comunidade cientifica devido a sua
simplicidade, ao baixo custo, e a alta produtividade e elevada concentracdo dos produtos. O
principal fator limitante dessa técnica, refere-se a dificuldade de varios grupos microbianos em
crescer sob baixos teores de umidade, o que acaba por restringir 0 processo ao uso de fungos
filamentosos, que se adaptam bem a essa condi¢do, ao se considerar a possibilidade de
reproducdo das condicdes de crescimento natural desses organismos. Na fermentacao submersa
(FSM) a 4gua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do material a ser fermentado.
[43] [44]

Esse tipo de fermentacédo apresenta como principais vantagens, o facil acompanhamento
da formagéo do produto e consumo do substrato e o controle dos parametros fermentativos
como pH, temperatura, oxigenacao e esterilidade. Como principais desvantagens, tém-se 0
grande volume de residuos gerados e a dificuldade de separacéo produto / substrato. Embora a
FSM apresente algumas desvantagens em relacdo a FES, processos envolvendo limitagdes no
teor de agua livre no sistema séo evitados quando se objetiva a geragdo de muitos produtos,
especialmente em escalas maiores, onde so requeridos biorreatores. 421 (451461

Um estudo de De Vries e Visser (2001), revisou estudos de enzimas de Aspergillus
envolvidas na degradacéo de polissacarideos da parede celular de plantas. e concluiram que a
enzima produzida por esse fungo é uma proteina com alto teor de glicosilato. 7]

Tao et al (2010) estudaram a hidrdlise da polpa de cana-de-acUcar pela linhagem do
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fungo filamentoso Aspergillus glaucus XC9, que posteriormente resultou em endoglucanase
purificada. Ha também 21 estudos em que dois fungos filamentosos foram usados
simultaneamente para a produgdo de enzimas como é o caso de trabalhos desenvolvidos por
Gutierrez-Correa e Tengerdy (1997) e Deshpande e colaboradores (2008) que utilizando cultura
mista de fungos do género Trichoderma e Aspergillus para a producdo de celulase,
apresentaram producdes maiores dessas enzimas usando fungos filamentosos separadamente.
[48] [49] [50]

Os fungos filamentosos sdo os mais utilizados em processos industriais. Suas
propriedades fisioldgicas, enzimaticas e bioquimicas possibilitam seu crescimento em
substratos solidos e sua conversdo bioldgica, o que aumenta a capacidade de hidrolise desses
microrganismos. 4

A Tabela 1 apresenta mais exemplos de fungos produtores de celulase.

Tabela 1: Fungos com alto potencial na producdo de celulases.

Microrganismos Espécie Referéncia da Literatura
Aspergillus terreus UniMAP AA-6 Gunny et al. (2015) (52]
Aspergillus flavus BS1 Sajith et al. (2014) [53]
Acremonium cellulolyticus FAO (1997) [54]
Fungos Trichoderma asperellum RCK2011 (Wild)  Raghuwanshi et al. (2014)  [s5]
Aspergillus fumigatus FAO (1997) [54]
Melanoporia sp. CCT 7736 De Oliveira et al. (2016)

[56]

3.7. Fungos Amazonicos Produtores de Celulases

Como se sabe, o Brasil se destaca em termos de biodiversidade e, portanto, hd um amplo
campo a explorar na busca de microrganismos que possuem as caracteristicas desejadas para
tal aplicacdo. A regido amazodnica, por sua vez, é um reservatério de espécies com alto potencial
de uso, principalmente devido as suas condi¢des edafoclimaticas que favorecem a existéncia
de microrganismos que decompdem e degradam a vegetacéo rasteira da floresta.

O solo da floresta amazonica é coberto por uma fina camada de serrapilheira, a qual é
protegida pelas folhas e outras estruturas vegetais que caem das arvores ao longo do ano. Esse
material que serve de alimento a muitos insetos, entra em rapida decomposi¢éo na atmosfera
umida. A biomassa rasteira resultante desse processo fornece as condi¢des necessarias para o

crescimento de varias espécies de fungos.
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Portanto, o Bioma Amazonico representa uma fonte em potencial de fungos celuloliticos
devido as suas condicBes edafoclimaticas peculiares que propiciam a constante degradacdo da
biomassa rasteira da floresta. Além disso, esse bioma tem sido ndo muito explorado para tal
finalidade e poucas pesquisas foram realizadas nesta regi&o. ']

Com o avanco dos estudos na area biotecnoldgica, os organismos fangicos do ambiente
amazonico tornaram-se de grande interesse e vém contribuindo com processos de importancia
industrial ja estabelecidos e em processos ainda em desenvolvimento. 8

De acordo com estudos recentes, as espécies fungicas capazes de produzir celulases
incluem aquelas isoladas do ambiente amazonico, que é uma enorme reserva de biodiversidade
no mundo e possui muitos micro-ecossistemas e condi¢Ges climaticas ideais para o crescimento
de fungos. Uma das espécies fangicas do ambiente amazdnico que tem sido relatada como
produtor de celulase é Trichoderma harzianum, com duas linhagens desta espécie relatadas em
diferentes trabalhos que atestam essa capacidade. [

O primeiro trabalho, reportado por Delabona et al. (2012), mostrou que as celulases
produzidas pela linhagem T. harzianum P49P11 possuem uma grande atividade frente ao
bagaco de cana-de-acUcar tratado com explosdo a vapor. O outro trabalho foi realizado por
Souza et al. (2018), no qual usou a linhagem T. harzianum 422 obtendo-se também uma boa
atividade das celulases frente ao bagaco de cana-de-agUcar, este tratado com moinho de bolas
e tratamento hidrotérmico. [6%1 611

Também tem sido relatado que espécies de fungos do género Aspergillus sdo isoladas do
ambiente amazoénico e com capacidade de produzir celulases com boas atividades enzimaticas.
Estes s@o o A. niger P47C3 e o A. niger. fumigatus P40M2, que produziram celulases usando
diferentes substratos para cultivo (farelo de soja, farelo de trigo e farelo de trigo misturado com
bagaco de cana-de-agUcar, demonstrando que diversos materiais podem ser usados como
substratos indutores da producéo de celulases. 62

O potencial de producdo de micrébios de celulase no ambiente amaz6nico € enorme, mas
poucas pesquisas tém sido feitas. Um exemplo é o trabalho descrito por Toyama et al. (2018)
que descreve a descoberta de uma B-glicosidase, uma das enzimas do complexo celulésico,
através de uma analise metagendmica da agua do lago Poraqué. [

A descoberta do gene de uma celulase presente em microrganismos de ambiente aquatico
mostra que ainda ha muito a se conhecer acerca da microbiota amazonica e seu potencial

biotecnologico.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes

Os reagentes usados para o desenvolvimento deste trabalho foram comprados de
diversos fabricantes e estdo listados na Tabela 2 por ordem alfabética.
Tabela 2. Lista de Reagentes Utilizados no Trabalho

Nome Formula Fabricante
Acetato de Sddio NaC,H30,. 3H,0 Synth
Acido 3,5 Dinitrosalicilico C;H4N,07 Sigma
Acido acético glacial (CH3;COOH) Chemco
Acido Citrico anidro C¢HgO7 Neon
Agar - Kasvi
Citrato de Sodio Na3zCgH50- Synth
Cloreto de Calcio Diidratado CaClz. 2 H.0 Synth
Cloreto de Cobalto CoClz. 6 H20 Spectrum
Cloreto de Sédio NaCl Synth
D — Glicose Anidra (Dextrose) CeH1,04 Synth
Extrato de Malte - Acumedia
Farelo de Trigo - Mercado Local
Fosfato de potassio monobasico KH,PO, Synth
Hidroxido de Sodio em Micro NaOH Neon
Peptona - Acumedia
Sulfato de Amonia (NH,4),S0, Synth
Sulfato de  Ferro  (ll) FeS0,. 7H,0 Synth
Sulfato de Magnésio MgS04. 7H20 Synth
Sulfato de Zinco ZnS0, Synth
Tartarato duplo de sddio e (KNaC4H404. 4 H,0) Neon
Ureia CH4N,0 Synth
Antibiotico

4.2. Equipamentos e Materiais de Laboratdrio

Diversos equipamentos e materiais de laboratério foram utilizados durante os
experimentos, os quais foram todos realizados nos laboratorios de quimica da Faculdade de
Quimica da Unifesspa. S&o equipamentos e materiais de uso coletivo por todos 0S USuUarios e

sdo listados a sequir.



4.2.1. Equipamentos
Autoclave (PRISMATEC CS)
Balanca analitica
Bomba a vacuo
Capela de Fluxo Laminar
Chapa de Aquecedora
Erlenmeyer

Espectrofotdmetro

4.2.2. Materiais de Laboratorio

Agua destilada
Alga de repique
Algodao
Barbante
Béquer

Bico de Bunsen
Conta gotas
Erlenmeyer
Espatula

Funil a vacuo
Funil analitico
Garrafa de vidro
Gazes

Jornal

Kitassato

Luvas

Papel aluminio

Parafilme

Pipeta volumétrica de 100 Pico litro, 10 mL

elmL
Placa de petri

Proveta

Geladeira

Incubadora (B.O.D)
Microscopio

PHmetro (QUIMIS Q400AS)

Solucdes para calibragdo do PHmetro (6,

86; 4,91; 9,18)
Vortex (BIOMIXER QL 901)

Shampoo neutro
Suporte para tubos
Tubos Falcon
Tubos de ensaio

Tubos para espectrofotdmetro
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4.3. Coleta das Amostras de Solo e Isolamento dos Microrganismos

As coletas foram realizadas em diferentes pontos da UNIFESSPA campus I, a amostra
| foi coletada em &rea em decomposicdo, ja a amostra Il foi coletada em solo com um pouco de
folhas em decomposic¢do formando uma camada muito fina sobre o solo. As amostras foram

armazenadas em frascos estéreis, posteriormente fez-se o isolamento das col6nias.

O isolamento e quantificacdo dos fungos foram realizados através do método de diluicdo
seriada. Esta consiste da dilui¢do progressiva de uma solucéo de: para as amostras do grupo |
foram duplicadas, enquanto as amostras do grupo Il foram triplicadas cada amostra de solo

coletada.

Foram utilizados 9 gramas de solo suspensos em 90 mL de solucdo salina a 9% (9 g de
NaCl em 1 L de 4gua destilada e esterilizada). A solucdo obtida foi agitada no Vortex
(BIOMIXER) por 5 min, e diluida em agua esterilizada, dispondo posteriormente aliquotas de
1 mL da diluicdo em placas de Petri esterilizadas, preparadas com meio de cultura agar (2%) —
malte (2%) autoclavado e acrescido de um antibidtico (Tetramed), para impedir o crescimento
de bactérias. As placas foram levadas a estufa do tipo BOD por 7 dias. Apds o periodo de
crescimento, foi realizada a identificacdo dos fungos em cada coldnia formada, em seguida

foram isolados e transferidos para outras placas de Petri..

4.4. Cultivo dos Fungos Isolados
4.4.1. Meio de Cultura contendo Extrato de Malte

Para o crescimento e obtencdo das col6nias puras dos fungos foi utilizado o meio de
cultura extrato de malte. Esse meio solido foi preparado utilizando-se extrato de malte 2% e
agar 2% em 750 mL de agua destilada.

O pH do meio foi ajustado para 4 como auxilio de um PHmetro (QUIMIS modelo
Q400AS) previamente calibrado, em seguida a solucéo foi esterilizada em autoclave em presséo
de 120 atm durante 20 min. Logo apo0s a retirada da autoclave os meios foram vertidos na capela
de fluxo laminar.

Em seguida os fungos foram inoculados nos meios de cultura de extrato de malte e as

placas foram vedadas com parafilme e incubados na estufa a temperatura de 29 °C.
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4.4.2. Preparo da Solucéo de Esporos para Inoculo das Linhagens Fungicas
A partir da inoculagéo de 10 fungos foram preparados 50 tubos de ensaio contendo uma
solucéo de extrato de malte, na qual os mesmos foram colocados inclinados e adicionados 0s
fungos em repique e foram incubados e colocados na BOD para crescimento pelo periodo de 4
dias. Apds isso foram adicionados 2 mL de agua destilada e agitou-se a solucdo que logo em

seguida foi filtrada e adicionou — se shampoo neutro na solucéo final (esporos + dgua destilada).

4.5. Fermentacdo em Estado Solido

O meio sélido foi preparado pela adicdo de farelo de trigo (5,0 g) e 10 mL de uma
solucdo aquosa contendo dreia (0,30 g.L-1), peptona (0,75 g.L-1), (NH4)2SO4 (1,40 g.L-1),
KH2PO4 (2 g.L-1), MgS04.7H20 (0,30 g.L-1), CaCI2.2H20 (0,40 g.L-1), ZnSO4 (1,40 mg.
L-1), FeSO2.7H20 (5,00 mg. L-1), CoCl2.6H20 (2,00 mg. L-1) e MnSO4.5H20 (1,60 mg. L-
1) em frascos Erlenmeyer de 125 mL. O pH da solugédo foi ajustado para 6 antes de cada
experimento. Posteriormente o meio foi esterilizado em autoclave durante 20 min.

Em seguida os fungos foram inoculados nos meios de cultura contendo farelo de trigo
através de solucdo de esporos, na concentracdo de 5.105 esporos/grama de substrato e
incubados em estufa por 3 dias a 32 °C.

4.6. Extracdo do Caldo Enzimético Contendo as Celulases

Apbs o periodo de crescimento dos fungos foi realizada a extracdo das enzimas totais
adicionando-se aos frascos Erlenmeyer de 125mL tampdo acetato de sédio
(CH3COOH/CH3COO-Na+, 0,05 mol. L-1, pH 4,5) na relagdo 10 mL de tampé&o para 1 g de
substrato (farelo de trigo). Em seguida o meio foi macerado e triturado e logo ap6s 0 mesmo
foi agitado vigorosamente durante 60 min. Apds 60 min a mistura foi filtrada a vacuo para a
retirada do material sélido. A solucdo resultante foi transferida para tubos Falcon de 15 mL e
usada posteriormente para avaliacdo da atividade celulolitica do extrato enzimético. A avaliagdo
da atividade celulolitica foi realizada logo ap6s a obtencdo do extrato enzimatico.
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4.7. Preparacao do reagente DNS
Para o preparo do reagente DNS foram pesados 10 g de &cido 3,5- Dinitrosalicilico e

300 g de tartarato duplo de sddio e potéssio, KNaC4H406.4H20 (Sal de Rochelle). Para o

preparo do reagente foram feitas duas solugdes:

» Solucdo A - Em um béquer dissolve-se 10 g de DNS em 200 mL de NaOH (aq) (2 mol. L-
1).

+ Solucdo B - Em outro béquer contendo 500 mL de agua destilada sera adicionado o Sal de
Rochelle. Para a dissolucdo completa a solucdo foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente.

Em seguida as solugdes A e B foram misturadas e o volume final completado para 1 L.

Devido & solucéo ser fotossensivel, esta foi armazenada em um recipiente envolvido por papel

aluminio e mantida em refrigeracéo a temperatura de 4 °C por um periodo de até 60 dias.

4.7.1. Determinacao da Atividade de Enzimas Celuloliticas
A formula geral (Equagdo 1) a ser utilizada para a determinagdo das atividades (FPAse,
CMCase e Celobiase) foi adaptada de Ghose (1987). [64

Equacédo 1. Determinacdo das atividades celuloliticas.
Atividade = ART x

0,18 .Ve .t
(Eq.1)
ART: acUcares redutores totais;
Vt: volume total do ensaio;
Ve: volume de extrato enzimatico usado;
0,18: massa referente a 1 umol de glicose;

t: tempo de reacdo (min).

4.7.2.Determinacao da Atividade de Celulases Totais (FPAse)

Foi cortada uma tira de papel, em formato espiral, e colocada dentro do tubo de ensaio,
ao mesmo foi adicionado 0,33 mL de caldo enzimatico, 033 mL de agua destilada e 1 mL de
solucéo de DNS, os mesmos foram submetidos ao banho maria na temperatura constante de 50
°C durante 5 min. Apo0s isso, 0s tubos foram resfriados e utilizados para andlises futuras. O
branco ou controle dos experimentos foi feito sem a presenca do papel de filtro, mas usando-se

as mesmas condicdes reacionais. Tal processo esta apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Processo da reacdo de hidrdlise enzimatica da celulose.
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Fonte do Autor.

4.7.3.Construcdo da Curva Analitica para a Quantificacdo dos Ac¢ucares Redutores

Para construcdo da curva analitica foram utilizadas solucGes de glicose com
concentragdes 0,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 90,0 e 100,0 mg. dL-1. Para a obtencéo
da curva foi adicionado 1 mL de amostra-padrdo (de 0 — 100 mg. dL-1 de glicose) a 3 mL do
reagente DNS e 1 mL de &gua destilada. A solucdo resultante foi submetida ao aquecimento em
banho-maria (agua em ebuli¢do) por 5 min, e em seguida resfriada & temperatura ambiente para
posterior analise em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 575 nm. O

branco/controle das analises consisti de 2 mL de dgua destilada e 3 mL de DNS.

RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento e purificacdo de linhagens fungicas do solo do Campus Il
Foi possivel realizar o isolamento de dez fungos do solo da regido arborizada do Campus
I1 da Unifesspa, sendo que os mesmos foram codificados e descritos de acordo com 0s aspectos
fisicos das hifas por eles produzidas. Foi feita a codificacdo de acordo com a area em que o solo
foi retirado Al (area) e C2 denomina o campus da universidade, e 0os numerais que vém no final
do cédigo denominam a numeracao atribuida a cada linhagem durante o processo de purificagao

das mesmas. Conseguiu — se purificar um total de 08 linhagens (Tabela 3).
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Tabela 3. Linhagens fangicas isoladas no Campus Il da Unifesspa e descricdo visual dos

mesmos.

Cadigo Descricdo visual da col6nia

Al1C2-01 Hifas e esporulagdo amarela com alguns esporos pretos
Al1C2-02 Hifas e esporos de coloragdo semelhante ao marfim
AIC2-03 Hifas pretas com esporos pretos

Al1C2-04 Hifas brancas levemente algodonosas e esporos verdes
Al1C2-05 Hifas brancas levemente algodonosas e esporos verdes
Al1C2-06 Hifas brancas e esporos pretos

Al1C2-07 Hifas verdes com esporos verdes

Al1C2-08 Hifas brancas com esporos verdes

Foi possivel notar que h4d uma grande variabilidade de linhagens fungicas no solo do
Campus Il da Unifesspa, sobretudo ao observar os aspectos fisicos das linhagens isoladas, que
apresentam caracteristicas fisicas diferentes, denotando que tratam-se de espécies fungicas
diferentes. Todas estas linhagens fungicas isoladas apresentaram producédo de esporos durante
0 seu crescimento, favorecendo a sua manipulagdo nas etapas posteriores do trabalho. No
entanto, duas linhagens (A1C2-01 e A1C2-02) ndo produziram esporos suficientes para a
realizacdo da contagem dos mesmos, sendo a contagem realizada para as demais linhagens.

As linhagens isoladas em meio de cultura sélido (extrato de malte + agar) estdo listadas
e apresentadas na Figura 8.

Figura 8. Fotos das linhagens fungicas isoladas do solo do Campus Il da Unifesspa.

AlC2-01 AIC2-02 AlC2-03

I ' I

AIC2-05 AlC2-06 AIC2-07 AlC2-08

Fonte do Autor.
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5.2. Determinacéo da Atividade Celulolitica das Linhagens Isoladas
Das 08 linhagens isoladas e purificadas, cinco delas foram avaliadas acerca de sua
capacidade em produzir enzimas celulases. Notou-se que todas as cinco linhagens estudadas
apresentaram atividade celulolitica. As atividades obtidas, foram expressas em U.mL?,
considerando-se 0 extrato enzimatico (total de 50 mL de extrato enzimatico), e em U.g™* de
substrato, considerando a massa de farelo de trigo utilizado (5 g) para o cultivo dos fungos
(Tabela 4). Uma unidade enzimatica é definida como sendo a quantidade de enzima requerida

para a liberacdo de 1 umol de glicose por minuto sob as condigdes experimentais.

Tabela 4. Atividades celuloliticas determinadas para linhagens fungicas isoladas do solo do

Campus Il da Unifesspa.

Linhagem Atividade FPase (U.mL1) Atividade FPase (U.gt)
A1C2-02 0,02 0,2
A1C2-03 0,05 0,5
A1C2-05 0,06 0,6
A1C2-06 0,06 0,6
A1C2-07 0,01 0,1

Observou-se gue as linhagens fangicas estudadas apresentaram valores de atividade que
denotam que as mesmas possuem um bom potencial de estudo para a producéo de celulases.
Dentre estas, podemos destacar as linhagens A1C2-03, A1C2-05 e A1C2-06, que apresentaram
atividades celuloliticas semelhantes e bem promissoras para a continuacdo da pesquisa,
sobretudo na realizacdo de experimentos para determinar as melhores condicGes de cultivo e
reacionais para a obtencdo de uma maior atividade.

Este potencial pode ser confirmado e afirmado devido ao fato de os valores obtidos neste
trabalho serem semelhantes aos valores inicialmente obtidos em outros trabalhos da literatura
(SANTOS, 2017). [¢3]

5.3. Estudo do Melhor Periodo de Cultivo do Fungo A1C2-03 frente a sua Atividade
Devido ao potencial demonstrado para a produgéo de celulases, as linhagens A1C2-05
e A1C2-06 foram selecionadas para serem motivo de investigacdo de um projeto de mestrado,
enquanto a primeira, A1C2-03, foi selecionada para a continuacdo do presente trabalho.
A linhagem A1C2-03 foi entdo submetida a um estudo de determinacdo da influéncia
da variagdo do tempo de cultivo em meio de cultura solido rico em farelo de trigo sobre a

producdo de celulases. O periodo de crescimento estudado foi de 10 dias visando a obtencédo de
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uma maior atividade, sendo que seu potencial foi analisado a cada dia, contando a partir do dia
posterior ao indculo. O grafico abaixo mostra a relacéo entre o dia de crescimento e a atividade
celulolitica.

Graéfico 1: Atividade enzimatica celulolitica (U/mL de extrato enzimatico) determinada
de acordo com o periodo de cultivo para a linhagem A1C2-03 isolada do solo do Campus Il da

Unifesspa.
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De acordo com o observado no grafico, o melhor periodo de cultivo desta linhagem é
de apenas 3 dias ap0ds seu indculo, apresentando uma atividade enzimatica celulolitica de 0,05
U.mL?, coincidentemente 0 mesmo tempo de cultivo utilizado durante a etapa anterior. Se
considerada a atividade produzida por grama de substrato utilizado no cultivo, a atividade
obtida é de 0,5 U.g™%. E importante ressaltar que neste dia o fungo ja havia crescido totalmente
no farelo de trigo e apresentava uma grande quantidade de esporos (figura 9).

Figura 9. Fotos da linhagem fungica A1C2-03 em meio de cultura contendo farelo de trigo.

Fonte do Autor.
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Este resultado indica que o fungo atingiu seu potencial maximo de producdo de
celulases ao 3° dia e ap6s o0 4° dia a quantidade de enzimas celuloliticas requeridas para seu

crescimento/sobrevivéncia diminuiu consideravelmente se estabilizando a partir do 6° dia.

5.4. Determinacéo das Condicdes Reacionais Otimas das Celulases Produzidas

Uma vez determinado o melhor periodo de cultivo da linhagem fungica A1C2-03 para
a producéo de celulases, foram iniciados estudos da atividade destas enzimas frente as variagdes
de pH e temperatura, bem como determinar a estabilidade térmica das enzimas. O objetivo
principal deste estudo é determinar as melhores condicBes reacionais para que as enzimas
desempenhem sua melhor atividade durante a hidrolise da celulose.

5.4.1 pH dotampao da reagdo

Os valores de pH avaliados foram mais acidicos, uma vez que é sabido que a maioria
das celulases apresentam melhor atividade quando o grupo R &cido dos residuos de aminoécidos
presentes no sitio ativo estdo parcialmente ionizados. Na Figura 10 e tabela 5 estdo expressos
os valores de pH utilizados e os tampdes necessarios para alcancar tais valores.

Tabela 5: Valores de pH dos tamp@es utilizados no trabalho.

Valor de pH Tampéao Utilizado

pH: 2,8 Acido citrico + K2HPO4

pH: 3,8 Acido citrico + K2zHPO4

pH: 3,8 Acido citrico + Citrato de sodio
pH: 4,8 Acido citrico + Citrato de sodio
pH: 5,8 Acido citrico + Citrato de sodio
pH: 5,8 KH2PO4+ K2HPO4

pH: 6,8 KH2PO4+ K2HPO4

pH: 7,8 KH2PO4+ K2HPO4

Figura 10. Linhagem fingica A1C2-03, o valor de pH utilizado e os tampdes utilizados.
\ VI . B0 f -

Fonte do Autor. ]



37

O gréfico 2 apresenta as atividades obtidas para cada um dos valores de pH testados,
bem como a influéncia da solugdo tampé&o utilizada durante a hidrdlise da celulose de papel de
filtro. As atividades estdo descritas em forma de atividade relativa onde & maior atividade obtida
durante o experimento € atribuido o valor de 100% e as demais atividades obtidas sdo calculadas
como normalizacdo deste valor (regra de trés).

Foi possivel observar que o valor de pH mais acido testado foi o mais favoravel a
atividade das celulases e com o aumento do pH a atividade foi diminuindo, sendo que em um
valor de pH levemente basico (pH 7,8) a atividade remanescente foi de pouco mais de 30%.
Além disso, notou-se que ndo ha diferenca significativa na atividade quando sdo usados como
solucdo tampdo as solucdes ac. citrico + KoHPO4 e &c. citrico + citrato de sodio. Estas duas
solucdes tampdo foram utilizadas para obter-se o pH 3,8. Para o pH 5,8 também foram utilizadas
duas solugdes tampao, &c. citrico + citrato de sodio e KoHPO4 + KH2PO4, mas foi possivel
observar uma maior atividade quando utilizou-se o tampédo KoHPO4 + KH2PO4, indicando que

em algumas situacoes a solucdo tampé&o escolhida pode influenciar a atividade das celulases.

Gréfico 2: pH étimo para a realizacdo da hidrolise enzimética da celulose usando celulases da
linhagem A1C2-03.
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5.4.2 Temperatura reacional

O gréfico 3 apresenta as atividades obtidas para cada uma das temperaturas testadas, foi
realizada a execucdo do experimento em duplicata, na faixa de temperatura compreendida entre
40, 50, 60, 70 e 80 °C, num intervalo de 10 °C.

A temperatura influencia diretamente na atividade enzimatica e o ponto 6timo
representa 0 maximo de atividade, a temperatura étima para a hidrolise da celulose do papel
filtro obtida foi de 40 °C, com destaque também para a temperatura de 50 °C, com uma atividade
remanescente pouco mais de 96,69%. Analisando os valores de atividade enzimética quando
ocorre a variacdo de temperatura, pode-se notar que nas temperaturas mais baixas dentre as
testadas, as celulases apresentaram seu maior potencial. Portanto, as condi¢fes boas/6timas séo
aquelas em que o valor da temperatura se mantém até 50° C, e quando se aumenta a temperatura
(60, 70 e 80 °C) ocorre uma diminuicdo significativa na concentracdo de acUcares redutores

liberados pelas celulases presentes no extrato enzimatico e a atividade cai bruscamente.

Gréfico 3: Temperatura étima para a realizacdo da hidrolise enzimatica da celulose usando

celulases da linhagem A1C2-03.
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5.4.3 Estabilidade Térmica das Celulases

Para avaliar a estabilidade térmica das celulases produzidas pela linhagem fungica
A1C2-03, 10 mL do caldo enzimatico foram aquecidos por 30 minutos a 40 °C. Foi retirado
uma aliquota de 1 mL para a determinacéo da atividade a 40° C por 60 minutos. Este processo
de aquecimento anterior a determinacdo da atividade foi realizado para as temperaturas de 50-
80 °C, com acréscimo progressivo de 10 °C.

Analisando os valores de atividade relativa foi possivel observar uma diminuicdo
significativa a partir de 50 °C, a qual apresentou uma atividade remanescente de 77,94% em
relacdo a temperatura padrdo de 40 °C. quanto maior o valor da temperatura a qual o caldo
enzimatico foi submetido, menor o valor da atividade enzimatica, culminando na obtencédo de
valores de atividade relativa inferiores a 30% quando a temperatura estudada foi de 80 °C,
conforme visto no grafico.

Esta diminuicdo da atividade com 0 aumento da temperatura a que o caldo enzimatico é
submetido explica o porqué da temperatura 6tima determinada na secdo 5.4.2 foi de 40 °C, e 0
teste de atividade sob temperaturas acima da temperatura étima é diretamente afetado pela

menor estabilidade das celulases quando submetidas a temperaturas acima de 50 °C.

Gréfico 4: Estabilidade térmica 6tima para a realizacdo da hidrolise enzimatica da celulose

usando celulases da linhagem A1C2-03.
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Foi possivel observar, entdo, que as melhores condi¢Ges para utilizar as celulases
produzidas pela linhagem fungica A1C2-03 sdo pH 2,8 e temperatura de 40 °C, e que 0 processo
no qual as celulases serdo aplicadas ndo pode submeté-las a temperaturas acima de 50 °C, pois
culminaria numa perda significativa de atividade.
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6 CONSIDERACOESFINAIS

Foi possivel observar que linhagens fangicas de solo de ambiente amazonico
apresentam bom potencial na producdo de celulases, mesmo que as linhagens apresentem
caracteristicas morfologicas muito diferentes entre si. O curto periodo étimo de cultivo (3 dias)
para a linhagem fangica A1C2-03 favorece a aplicacdo desta linhagem para a producdo de
celulases.

Na determinacdo do pH reacional 6timo, foi possivel verificar um melhor ajuste das
celulases produzidas a valores de pH mais acidos (pH 2,8) e o aumento do pH significou uma
reducdo significativa da atividade. Desta forma, as celulases produzidas pela linhagem fungica
A1C2-03 sdo mais indicadas para uso em processos industriais que ocorram em pH &cido, sendo
esta uma excelente caracteristica, pois celulases que resistam a valores de pH abaixo de 3 séo
pouco relatadas.

Na variacdo da temperatura do meio reacional, as temperaturas de 40-50 °C foram as
que mais favoreceram a hidrolise da celulose sendo igual ou bem proxima do valor definido
pela IUPAC — 50° C. Em temperaturas acima de 50 °C, h4 uma diminuicéo significativa na
concentracdo de acucares redutores liberados pelas celulases presentes no extrato enzimatico.
Essa perda de atividade catalitica, ocorre devido a provavel desnaturacdo térmica sofrida pelas
celulases, uma vez que as mesmas ndo apresentam uma boa estabilidade térmica sob

temperaturas acima de 50 °C.

Assim, a linhagem A1C2-03 mostrou-se promissora e novos estudos de aplicacdo da
mesma em reacoes de reaproveitamento de material lignocelulésico para a obtencdo de aclcares
serdo realizados, a fim de gerar conhecimento sobre a linhagem e resultar em uma publicacao

qualificada.

Por fim, analisando a linhagem A1C2 -03 com os parametros analisados foi possivel
determinar os melhores meios reacionais para a determinada linhagem, notou-se tambem que
os valores de estabilidade térmica e temperatura sdo inversamente proporcionais, pois com o

aumento da temperatura perde — se bastante a capacidade de estabilidade térmica das celulases.
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