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RESUMO

Os processos enzimaticos tém conquistado, cada vez mais, aceitacdo na area
industrial, uma vez que, eles exibem caracteristicas econdmicas € operacionais que
conferem vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais. As celulases sdo
um complexo de enzimas que atuam em sinergia para a hidrdlise de substratos
celulosicos, gerando aglcares fermentesciveis. Neste trabalho, foram quantificados e
caracterizados as atividades enzimaticas de Endoglucanase e [-glicosidase obtidas a
partir dos fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp em diferentes condicdes de
temperatura e pH. Aspergillus sp e Cladosporium sp apresentaram um pico maximo de
crescimento apos o nono e quinto dia de cultivo, respectivamente. A temperatura ¢ pH
otimos encontrados na caracterizagdo do extrato bruto produzido por Aspergillus sp
referentes a Endoglucanase e [-glicosidase foram de 60°C e pH 5,0. A atividade
celulolitica 6tima do fungo Cladosporium sp foi observada a uma temperatura de 50°C e

pH 6,0 no caso de Endoglucanase, e a 60°C e pH 4,0 para B-glicosidase.

Palavras chaves: Casca de Café, Celulases; Endoglucanase, f-glicosidase, Fungos

filamentosos, Aspergillus sp, Cladosporium sp.



1. INTRODUCAO

Enzimas de origem microbiana sdo utilizadas em inlimeros processos nas mais
diversas areas biotecnologicas. A utilizagdo da diversidade e capacidade metabdlica de
micro-organismos, resultante de sua diversidade genética, coloca-se como um enorme
potencial a ser explorado, ampliado pelo advento da engenharia genética.

As Endoglucanases (endo-1,4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.4) e as B-glicosidases (B-D-
glicosideo glicohidrolases; E.C. 3.2.1.21) formam uma classe de enzimas biologicamente
importantes que ocorrem em inimeros organismos, tanto procaridticos quanto
eucarioticos, desempenhando diversas fungdes. Em condig¢des fisioldgicas, tais enzimas
geralmente catalisam a hidrdlise de ligagdes P glicosidicas.

As B-glicosidases microbianas tém recebido grande aten¢do devido a sua importancia
biotecnoldgica. Possiveis aplica¢des na liberagdo de compostos ricos em aroma em sucos
e vinhos, liberagdo de compostos fenolicos com atividade antioxidante a partir de
residuos vegetais, sintese de oligossacarideos e glicoconjugados, entre outras, vém
despertando crescente interesse.

Entre as possibilidades de aplicacdo das celulases, a principal talvez seja sua
utilizagdo em processos de hidrdlise enzimatica de celulose. Neste sentido, a biomassa
lignocelulosica surge como matéria-prima renovavel, abundante e de baixo custo para
este processo de conversdo, que tem por objetivo produzir de agucares fermentaveis,
visando a posterior producdo de combustiveis, alimentos e compostos quimicos. Existe
um interesse mundial no potencial de comercializagdo do uso de celulases em meios
alimenticios e também na conversdao quimica e bioldgica de materiais lignoceluloliticos.

Esta biomassa lignocelulosica, representada, por exemplo, pela casca de café, pode
também ser utilizada como substrato para a producdo de enzimas microbianas (celulases,
hemicelulases, ligninases, entre outras) em larga escala, contribuindo para a diminui¢do
do custo de produgao destas enzimas e, por conseguinte, diminuindo os custos finais dos
processos nos quais tais enzimas sdo empregadas.

A celulose ¢ o carboidrato mais abundante atualmente, proveniente da biomassa
terrestre ¢ maritima, com uma taxa de sintese aproximadamente 4 x 10' toneladas por
ano, por isso tem atraido interesse de pesquisadores na sua utilizagdo para o

desenvolvimento de uma nova fonte renovavel (BEGUIN, 1990). Recentemente tém
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aumentado as pesquisas voltadas para os mecanismos enzimdticos da celulose e os
problemas envolvidos na conversdo direta da biomassa em produtos uteis por meio de
enzimas isoladas ou de micro-organismos lignoceluloliticos. Uma formulac¢ao artificial de
lignocelulases capazes de trabalharem efetivamente, em concentragdes baixas, ¢ um
objetivo ainda ndo alcangado (SCHWARZ, 2001).

Neste sentido, o presente trabalho caracterizou enzimas com atividade celulolitica,
sendo elas Endoglucanase e B-glicosidase, produzidas por fungos isolados a partir da

casca de café.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

2.1.1 O Mercado global de enzimas

Enzima ¢ um produto muito bem estabelecido na area de biotecnologia em que
as vendas foram de US$ 1,3 bilhdo em 2002, US$ 5,1 bilhdo em 2009 para 7 bilhdo em
2013 (WALTON JD et al. 2010, SAHA BC 2004).

A demanda por enzimas industriais em economias amadurecidas, como os EUA,
Europa Ocidental, Japdo e Canada foi relativamente estdvel durante os ultimos tempos,
enquanto que as regides com economia em desenvolvimento como Oriente Médio, Asia-
Pacifico, Europa Oriental ¢ Africa, emergiram como mercados que mais crescem para
industrias de enzimas. O aumento da procura de varias enzimas especiais, polimerases e
nucleases, juntamente com o crescimento robusto nos mercados de alimentos para
animais, sdo susceptiveis de orientar o crescimento no mercado de enzimas industriais.
Estados Unidos e Europa comandam coletivamente uma parte importante do mercado
mundial de enzimas industriais. Por outro lado, a Asia-Pacifico esta pronta para registrar
a taxa anual de crescimento composta de mais de 8,0% durante o periodo analisado
(GLOBAL INDUSTRY ANALYSTS, Inc 2011).

Em rela¢do ao mercado mundial de enzimas industriais, um relatorio recente

publicado pela BBC Research (BBC RESEARCH 2011) afirma que o mercado mundial
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de enzimas industriais alcangou um valor de US$ 3,3 bilhdes em 2010. A expectativa ¢é
que este mercado atinja 4,4 bilhdo de ddlares em 2015, uma taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 6% em relagdo ao periodo de previsdo de 5 anos.

Enzimas técnicas foram avaliadas em mais de US$ 1 bilhdo em 2010. Esse setor
ir4 crescer a uma taxa composta de crescimento anual de 6,6% (CAGR) para chegar a
USS$ 1,5 bilhdo em 2015. As maiores vendas de enzimas técnicas ocorrem no mercado de
couro, seguido do mercado de bioetanol. Por outro lado, os segmentos de enzimas
alimentares e de bebidas devem chegar a aproximadamente 1,3 bilhdo de dolares até
2015, de um valor de 975.000 mil dolares em 2010, crescendo a uma taxa composta de
crescimento anual (CAGR) de 5,1%. Dentro do segmento de enzimas alimentares e de
bebidas, o mercado de leite e produtos lacteos teve as maiores vendas, com 401.800 mil
dolares em 2009 (BBC RESEARCH 2011).

Os principais produtores de enzimas estdo localizados na Europa, EUA e Japao.
Dinamarca estd dominando com empreendedores como Novozymes (45%) e Danisco
(17%), seguida por Genencor (EUA), a DSM (Holanda) e BASF (Alemanha) (SAHA BC
2004, CHERRY IR et al. 2006). O ritmo de desenvolvimento em mercados emergentes
sugere que as empresas da India e da China participem deste grupo restrito em um futuro
muito proximo (SAHA BC 2004, PANDEY et al., 2008).

Outro relatorio de pesquisa publicado recentemente no mercado de enzimas
(WALTON et al., 2009) destacou o fato de que as proteases constituem o maior
segmento do produto no mercado mundial de enzimas industriais e o mercado de
carboidrases € projetada para ser o segmento de produtos que mais cresce, com uma taxa
de mais de 7,0% em relacdo ao periodo de analise

Setores como a industria farmacéutica e de bioetanol conseguiram chamar a
atencdo significativa dos investidores e sdo auto-suficientes na realizacdo de novas
atividades de desenvolvimento de produtos e no langcamento de produtos inovadores no
mercado, oferecendo assim novas oportunidades para os fabricantes de enzimas
industriais. No entanto, segmentos como produtos quimicos de tratamento de aguas
residuais e de papel e celulose ndo tém recursos suficientes para a realizagdo de novos
desenvolvimentos de produtos (WALTON JID et al., 2009).

De acordo com Pitman S. (2011), um relatério recente sobre o uso de enzimas
na industria de cosméticos aponta que para este segmento ¢ estimado um crescimento de
5% a cada ano até 2015. Pesquisadores deste mercado destacam o fato de que as
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demandas industriais para enzimas estdo sendo impulsionadas pelas novas tecnologias e
pelo aumento de uso de compostos organicos no lugar de ingredientes a base de

petroquimicos.

2.1.2 Produgado de enzimas fiingicas

Os fungos filamentosos estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados no solo, vegetais, graos, animais, ¢ usualmente crescem na superficie destes
materiais ou seres (IWASHITA, 2002). Estes micro-organismos apresentam morfologia
complexa, exibindo diferentes formas estruturais durante seus ciclos de vida. A estrutura
vegetativa bdsica de crescimento consiste em um filamento tubular denominado hifa,
originado da germinacdo de um esporo reprodutivo. Com o crescimento da hifa, esta se
ramifica repetidamente, formando uma massa de hifas denominada micélio. Quando em
cultivo submerso, estes fungos exibem diferentes formas morfoldgicas, variando de
filamentos miceliais dispersos até massas miceliais densamente entrelagadas
(PAPAGIANNI, 2004).

A utilizacdo microbiana da celulose € responsavel por um dos maiores fluxos de
matéria na biosfera (LYND et al., 2002). Os fungos filamentosos exercem papel
fundamental na degradagdo dos biopolimeros mais abundantes encontrados na natureza
(como a celulose) e sdo, portanto, essenciais para a manutenc¢ao do ciclo do carbono. A
capacidade de fungos filamentosos em degradar eficientemente polimeros vegetais
fornece topicos interessantes para estudos relativos, por exemplo, a ecologia microbiana e
aos mecanismos bdsicos de regula¢do nutricional, bem como estabelece diversas
possibilidades de aplica¢des industriais (ARO et al., 2005).

Além do papel significativo desempenhado pelos fungos filamentosos na
reciclagem de compostos orginicos, estes micro-organismos apresentam outras
propriedades importantes, participando da produ¢do de alimentos e produtos relacionados
a saude humana (HAJJAJ et al., 2000). A utiliza¢do de fungos na produgdo de produtos
comerciais ¢ antiga, ¢ a producdo de bebidas alcodlicas, biomassa e a manufatura de

compostos terapéuticos, juntamente com a producdo de compostos organicos simples,



ainda continuam sendo os principais campos nos quais os fungos sdo utilizados
(PAPAGIANNI, 2004).

Entretanto, vem crescendo o numero de produtos comercialmente importantes
produzidos por fungos. Diversos fungos filamentosos sdo utilizados como eficientes
produtores de inimeras enzimas, antibidticos, acidos organicos e outros metabolitos
comercialmente importantes. Estes micro-organismos tém sido amplamente explorados
na producdo de proteinas homologas e, mais recentemente, proteinas heterdlogas, devido
a alta capacidade de seus mecanismos de secrecdo de proteinas (SUTO & TOMITA,
2001; IWASHITA, 2002; NG et al., 2004; PAPAGIANNI, 2004).

Na producdo industrial de enzimas, cultivos submersos sio normalmente
utilizados, devido a facilidade de manejo e controle do processo (IWASHITA, 2002).
Contudo, o acumulo de produtos finais inibe o crescimento celular e a formac¢do do
produto desejado na maioria destes processos (SRINIVASAN et al., 2001).

Em relacdo a produgdo industrial de enzimas fingicas, Fellows (1994)
recomendou que fossem observados os seguintes requisitos: micro-organismos devem ser
capazes de crescer em substratos de baixo custo; a producdo de enzima deve ocorrer em
ritmo elevado, constante e em curto espaco de tempo; os métodos para recuperacio das
enzimas devem ser simples e de baixo custo; a preparacdo enzimatica obtida deve
apresentar estabilidade.

As enzimas microbianas sdo obtidas tanto por cultivo superficial em substratos
solidos, por exemplo: casca de café, farelo de trigo, milho, casca de algumas frutas,
preparados a base de soja, farinha de trigo, cacau em po, graos de cereais, legumes,
madeira e palha, como também podem ser obtidas por cultivo submerso com emprego de
substratos liquidos. O substrato deve conter uma fonte de carbono (fonte energética) e
uma fonte de nitrogénio que permitam a proliferacdo celular. Além disso, podem ser
necessarios também nutrientes especificos e determinados minerais para crescimento
(FELLOWS, 1994).

A produgdo pelo cultivo submerso exige a preparagdo prévia de um indculo que €
obtido nas mesmas condi¢des de incubagdo que o cultivo final para produgdo da enzima.
Apds a fermentacdo, as enzimas extracelulares podem ser recuperadas do meio por
centrifugacdo, filtragdo, precipitagdo fracionada, separacdo cromatografica, separagao por
membranas, liofilizagcdo ou pela combinacdo destes métodos. As enzimas intracelulares
sdo extraidas mediante rompimento celular, sendo que, neste caso, a recuperacdo da
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enzima ¢ mais dificil e seu rendimento ¢ inferior, porque parte da enzima pode
permanecer associada a célula.

As induastrias produtoras de enzimas comercializam enzimas especificas ou
complexos multienzimaticos para serem adicionados a matérias primas ou para serem
suplementadas nas dietas, buscando melhorar o valor nutritivo das ragdes de animais.
(CARVALHO, 2006).

Os fungos de interesse biotecnoldgico sdo normalmente encontrados em seu
hébitat natural como frutas, solos e materiais vegetais. Estes, e uma infinidade de outros
substratos naturais, permitem o isolamento e sele¢do de linhagens fingicas com grande
potencial biotecnologico. Dessa forma, a bioprospec¢do de fungos filamentosos a partir
da casca de café apresenta-se como uma perspectiva de grande importancia, uma vez que
as cepas isoladas poderdo produzir enzimas com aplicacdo em diversos processos
biotecnoldgicos voltados para a indistria alimenticia, quimica e de biocombustiveis.

Dentre as enzimas de interesse industrial produzidas por fungos filamentosos,
estdo as celulases. As celulases formam um complexo de enzimas que atuam em sinergia
para a hidrolise de substratos celuldsicos, gerando aclcares fermentesciveis, porém sua
producao e aplicag@o sdo tecnologias em fase de desenvolvimento.

Os micro-organismos predominantemente encontrados nos graos de café em coco
pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Colletotrichum e
Cladosporium. Alguns trabalhos citam, ainda, a presenca de fungos dos géneros Rhizopus
sp, Alternaria sp, Phoma e Mucor (BEUX; SOCCOL, 2004; BOZZA et al., 2009;
CUNHA et al., 2013; FERREIRA, 2010; SIMOES, 2009).

Em trabalhos anteriores realizados por o grupo de pesquisa do Prof. Boutros, foi
observado que fungos do género Aspergillus e Cladasporium, isolados a partir da casca
de café, mostraram maior indice enzimatico em relagdo as suas capacidades em hidrolisar
a celulose (NATIVIDADE, 2014). Sendo assim, nesse trabalho sera avaliada e
caracterizada a atividade celulolitica (Endoglucanase e B-glicosidade) dos extratos

enzimaticos brutos obtidos a partir desses fungos.



2.1.3 Aspergillus sp

Fungos do género Aspergillus constituiem um grupo de fungos filamentosos
hialinos de crescimento rapido comumente encontrados no solo. Apresentam colonias
granulosas, em geral amarelas, verde-amareladas, castanho-amareladas ou verdes e uma
banda periférica branca. Microscopicamente sdo caracterizados pela producao de hifas
septadas hialinas e uniformes. Os conidios podem ser observados em um corpo de
frutificagdo especializado que consiste de uma dilatacdo vesicular na extremidade do
conidioéforo (Figura 1). A diferenciagdo das espécies de Aspergillus ¢ feita observando-se
0 comprimento ¢ a largura dos conididforos, o tamanho e o contorno da vesicula, e a cor,

tamanho e comprimento das cadeias de conidios (KONEMAN et al., 2001).

\
‘Q‘l\

Figura 1 — Representacdo de conidioforo de Aspergillus sp.(KONEMAN et al., 2001).

Uma grande variedade de fungos pertencentes ao género Aspergillus sao
considerados como sendo degradantes primarios da celulose, pois expressam atividades
de endo e exoglucanases, em diferentes niveis de acordo com o método de fermentacao e
as diversas fontes de carbono empregadas (FLACHNER e RECZEI, 2004; SCHEUFELE,
2012).

Em trabalho realizado por Flachner e Reczéi (2004) investigaram-se a atividade

de B-glicosidases e celobiohidrolases por cepas de Aspergillus phoenicus, A. niger, A.



foetidus, A. phoenicis e Trichoderma reesei. A fonte de carbono utilizada no meio de
cultivo foi polpa de papel pré-hidrolisada. Solu¢do preparada com p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (p-NPG) em tampao citrato pH 4.8 foi utilizada como substrato no
ensaio de avaliagdo enzimatica. Os valores de atividade enzimatica para -glicosidase
obtidos para as cepas de Aspergillus ficaram entre 3,3 e 3,4 IU/mL apods nove dias de
incubacao, resultado mais de cinco vezes maior que o valor encontrado para 7. reesei. No
mesmo trabalho, foi verificado que estas cepas de Aspergillus ndo s6 apresentaram
melhor produtividade de B-glicosidases comparadas a cepa de 7. reesei, como também
exibiram melhor desempenho na hidrdlise de celobiose. Segundo os mesmos autores, os
resultados obtidos confirmaram a viabilidade do uso industrial dos sobrenadantes de
fermentacdo nao purificados das cepas de Aspergillus investigadas, para fins de

suplementa¢do enzimatica e reducdo dos custos da hidrdlise enzimatica da celulose.

Santos et al. (2013) estudaram a aplicagdo do fungo Aspergillus niger como
produtor de enzimas celuloliticas a partir da fermentacdo em estado solido de farelo de
cacau. Em outro trabalho, Monteiro (2012) realizou teste qualitativo para a enzima
celulase com 135 espécies pertencentes dos géneros Aspergillus e Penicillium isoladas de
solos preservados do cerrado com base nas técnicas FPase (Papel filtro Whatman n° 1) e
CMCase (Carboximetilcelulose) recomendadas por Ghose (1987). Segundo os resultados
alcancados, a espécie que apresentou maior potencial de degradacdo da celulose foi

Aspergillus sulphureus dentre todas as espécies isoladas e identificadas.

2.1.4 Cladosporium sp

As cepas de Cladosporium apresentam micélio bastante denso de superficie
acamurc¢ada, verde-escuras, cinzas, marrom-acinzentadas ou negro-amarronzadas, com
pregas irregulares (KONEMAM et al., 2001). Em preparagdes microscopicas se
observam os conidios de Cladosporium sp com forma e tamanho variados, escuros,

globosos, com ou sem septos, formando longas cadeias ramificadas (Figura 2) (MAPA,

2009).



Figura 2 — Representacdo microscopica de Cladosporium sp. (KONEMAM et al., 2001).

Segundo estudo realizado por Lynch et al. (1981), de todos os micro-organismos
isolados da palha de trigo sendo eles fungos, leveduras e bactérias, apenas os fungos
apresentaram atividade celulase, de forma que a mais expressiva foi em fungos
Cladosporium cladosporoide. O crescimento dos micro-organismos foi testado em trés
meios minerais (A, B e C) com diferentes de fonte de carbono, como
carboximetilcelulose (CMC), glicose, palha de celulose e sem nenhuma fonte. O meio A
continha KH,PO4 1,0%, KCl 0,5%, MgS04.7H,0 0,2%, CaCl, 0,1%, HCI 0,001%,
(NH4)2SO4 0,5%, meio B com NH4H,PO4 1,0%, MgS04.7H,0 0,2% e o meio C foi o
mesmo do isolamento, com a palha. O crescimento dos isolados em substratos de palha e
CMC foi classificado em pobre e moderado nos trés meios de cultivo. Em relacdo ao
substrato glicose, obviamente foi de bom a abundante em todos os meios testados. A
atividade enzimatica das celulases presente no Cladosporium cladosporoides também foi
quantificada no extrato celular e nas culturas filtradas com o substrato de CMC,
apresentando a maior atividade no filtrado sendo este valor de 8,40 mg.h™', enquanto que
no extrato celular foi de 0,52 mg.h™.

Outro estudo feito por Barbosa ef al. (2001), que teve como objetivo investigar o
antagonismo de espécies de Trichoderma contra Cladosporium herbarum, ¢ estudar a

producdo de enzimas hidroliticas extracelulares pelo patdgeno e os antagonistas,



mostraram que todos os isolados de C. herbarum foram capazes de produzir atividade
celulolitica. Apresentando um halo de atividade enzimatica de aproximadamente 2,0 mm.

Gautam et al. (2010) também avaliaram e analisaram a atividade celulolitica de
1,4-Endoglucanase presente em Cladosporium sp através da redugdo na viscosidade da
solugdo de carboximetilcelulose (CMC), nas temperaturas de 30 a 80°C e pH entre 4,0 e
8,0. A maior reducdo da viscosidade ocorreu na temperatura de 50°C (redugdo de

42,29%) e pH 6 (45,78%).

2.2 Celulases

Celulase ¢ o nome geral dado a enzima envolvida na degradacdo da celulose. Ela
¢ produzida por diversos micro-organismos, em condi¢des de aerobiose e anaerobiose e
sdo extremamente importantes para obtencao de acucares a partir da celulose como fonte
de carbono. Seu emprego ocorre na industria de alimentos, bebidas e hidrélise enzimatica
para obtencdo de acucares fermentéaveis, utilizados para producdo de biocombustiveis
(FERREIRA, 2012).

As celulases de origem fungica sdo produzida quando o micro-organismo ¢
inoculado em meios de cultura que contenham celulose, agarose, lactose ou celobiose
como fonte de carbono (FERREIRA, 2012).

As celulases s3o usualmente uma mistura de diversas enzimas envolvidas na
degradacdo da celulose. Os trés maiores grupos de celulases que participam do processo
de hidrolise sdo: endoglucanases; exoglucanases ou celobiohidrolase e B-glicosidase

(SUN e CHENG, 2002)

Endoglucanases podem hidrolisar ligagdes glicosidicas internamente em
celulose, enquanto as celobiohidrolases agem preferencialmente nas extremidades da
cadeia. Os produtos da reagdo enzimatica sdo, na sua maioria, um dissacarideo conhecido
como celobiose e, em menor quantidade, celo-oligosacarideos, que serdo hidrolisados por
um terceiro grupo de enzimas chamadas p-glicosidases (KUMAR et al., 2008).
Geralmente, as endoglucanases ¢ as celobiohidrolases trabalham em conjunto na hidrélise

da celulose (RABINOVICH et al., 2002).
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2.1.5 Endo-1,4-p-glucanases (EC 3.2.1.4, endocelulase)

E a enzima responsével por iniciar a hidrélise, catalisando a hidrolise de ligagdes
B-1,4-D-glicosidicas da celulose, liberando glicose, celobiose e celodextrinas. Tal enzima
hidrolisa de forma aleatoria as regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica, o
que abre outros sitios para o ataque posterior das celobiohidrolases (PERCIVAL ZHANG
etal., 2009).

Endoglucanases (EGs) fungicas sio geralmente mondmeros com nenhuma ou
baixa glicosilagdo e possuem a extremidade de ligacdo ao substrato aberta. Elas tém pH
otimo entre 4,0 ¢ 5,0 e temperatura 6tima entre 50 e 70 ° C. Estudos tém mostrado que
muitos fungos produzem EGs multiplas, por exemplo, 7. reesei produz pelo menos 5
EGS, enquanto trés EGs foram isoladas do fungo de podridao branca P. chrysosporium
(SANDGREN et al., 2005).

2.1.6 Celobiohidrolases (EC 3.3.1.91, exocelulase)

Celobiohidrolases, muitas vezes chamadas exoglucanases, sdo os principais
componentes do sistema de celulases totais produzidas por fungos, compondo 40-70%
destas, e podem hidrolisar eficientemente celulose cristalina (ESTERBAUER et
al.,1991). Celobiohidrolases (CBH) hidrolisam preferencialmente ligacdes f-1,4-

glicosidicas das extremidades da cadeia, produzindo celobiose, como produto principal.

Semelhantemente as EGs, CBHs sdo mondmeros com pouca ou nenhuma
glicosilagdo, com valores de pH 6timo entre 4,0 e 5,0, possuindo faixa de temperatura

Otima mais larga, de 37 a 60 ° C (FERREIRA et al., 2012)..

Estudos tém demonstrado que algumas CBHs podem agir a partir das
extremidades ndo redutoras e outras nas extremidades redutoras das cadeias de celulose, o
que aumenta a sinergia entre as enzimas que atuam em posicoes diferentes (FERREIRA,

2012).
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2.1.7 p-glicosidase (EC 3.2.1.21)

As B-glicosidases (BGLs) hidrolisam celobiose e celodextrinas a glicose, e sao
assim competitivamente inibidas por glicose. BGLs sdo classificadas nas familias 1 e 3
das glicosideo hidrolases, com base em suas seqiiéncias de aminoacidos. A familia 3
inclui B-glicosidases de fungos, bactérias, e plantas, enquanto a familia 1 inclui -
glicosidases de bactérias, plantas e mamiferos que possuem atividade de galactosidase,
em adigdo a atividade de B-glicosidase. BGLs de ambas as familias hidrolisam ligacdes -

1,4-glicosidicas utilizando o mecanismo de retencao descrito por Henrissat (1991).

BGLs apresentam grande variabilidade em relagdo a outras enzimas
celuloliticas, devido a sua estrutura e localizacdo. Enquanto algumas BGLs possuem
estrutura monomeérica simples com cerca de 35 kDa de massa molecular, algumas outras
sdo diméricas ou mesmo triméricas com mais de 450 kDa (CAO et al, 1993). Além disso,

a maioria das BGLs sdo glicosiladas.

Quanto a localizagdo, BGLs podem ser agrupadas em trés formas diferentes
incluindo intracelular, associadas a parede e extracelular (EVANS, 1985). Valores de pH
Otimo para esta enzima variam de acordo com sua localizagdo, € a temperatura Otima

varia de45a75°C.

BGLs vém sendo estudadas quanto a possibilidade de liberar compostos
fenolicos a partir de suas formas glicosiladas em residuos do processamento de vegetais.
Esses compostos ocorrem amplamente em frutas e outros vegetais, podendo ser utilizados

como antioxidantes, nutracéuticos e agentes flavorizantes.

2.2 Biodegradacao de residuos lignoceluldsicos

O processo de degradacao de residuos lignocelulosicos tem sido bastante
estudado com vistas a sua utilizagdo como fonte renovavel de energia em substitui¢do ao

uso de combustiveis fosseis, para producdo de combustiveis liquidos, principalmente
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etanol. Além da reducdao dos problemas ambientais ligados ao acumulo desta biomassa
abundante e de baixo custo, ha diversas possibilidades de uso, inclusive a geragdo de
bioprodutos por meio de processos fermentativos. No entanto, a dificuldade da
consolidacdo desses processos se deve justamente a complexidade da estrutura
lignoceluldsica que confere um alto custo as etapas de hidrélise, inviabilizando ainda

economicamente tal utilizacdo (SCHEUFELE, 2012).

O grupo de organismos capazes de degradar materiais lignocelulosicos € limitado,
ja que a celulose, a hemicelulose e a lignina estdo intimamente associadas para a
formacdo da parede celular, que ¢ altamente coesa. A infiltracdo de moléculas de elevada
massa molar ¢ dificultada em func¢do de sua baixa porosidade. Segundo Srebotnik (1988)

e Flounoy et al., (1993), proteinas ndo infiltram a parede celular lignificada.

O processo de hidrolise enzimatica da celulose envolve a acdo sinérgica de um
complexo celulolitico, normalmente de fungos, formado por endoglucanases,

exoglucanases e P -D-glicosidases; porém, esse processo apresenta alto custo e baixa

produtividade (ZHANG et al., 2006). Apesar disso, uma grande variedade de micro-
organismos tem sido usada para cultivo em bagaco de cana, com o objetivo de producao
de celulases. Os fungos filamentosos, especialmente Basidiomycetes, sao 0s mais
utilizados para a produgdo dessas enzimas (PANDEY et al., 2000).

A grande disponibilidade de biomassa lignocelulésica de baixo custo no Brasil
estimula a busca por micro-organismos mais eficientes no uso desse residuo. Para a
producdo de etanol, a hidrolise quimica apresenta baixo rendimento, em razdo da
degradacdo parcial desses residuos pelo uso de acido e pela formag¢do de compostos que,
além de ndo serem fermentesciveis, podem inibir a atividade das leveduras. Ademais, o
uso frequente de 4acido causa corrosdes nos equipamentos e aumenta os riscos de
acidentes pelo seu manuseio (MENEZES, 1980). Dessa forma, a hidrolise enzimatica tem

sido a mais utilizada.
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2.2.1 Composi¢ao dos residuos lignoceluldsicos

A lignocelulose ¢ o componente estrutural predominante de todas as plantas e
possui trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, que estdo
fortemente interligados e quimicamente ligados por forg¢as ndo-covalentes e ligagdes

covalentes (DASHTBAN et al., 2009; SANCHEZ, 2009).

A composicao quimica desses materiais esta relacionada principalmente ao
crescimento excessivo da planta, bem como a fertilidade do solo e as condi¢des climatica

a que ela esta sujeita (SOUZA & SANTOS, 2003).

A celulose ¢ o composto organico mais comum na natureza, localizada
principalmente na parede secundaria das células vegetais, constitui entre 40 e 50% de
quase todas as plantas (OGEDA e PETRI, 2010). E um polimero linear formado
exclusivamente por moléculas de anidro-glicose unidas através de ligacdes P-(1-4)-
glicosidicas (Figura 3) com graus de polimerizacao entre 5.000 a 7.500 de unidades de D-
glicoses, sendo para madeira em média 10.000 e para o algodio em média 15.000

unidades (CARVALHO, 2011; OGEDA e PETRI, 2010).
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Figura 3 — Estrutura de um fragmento de celulose (LIMA et al., 2001).

Estudos sobre a hidrélise enzimatica da celulose levam em consideragdo a
existéncia de duas formas distintas da molécula nativa: a cristalina e a amorfa
(CARVALHO, 2011). A forma cristalina da celulose ¢ resultante das ligacdes de
hidrogénio inter ¢ intramoleculares, a qual ¢ atribuida sua alta resisténcia a hidrolise
acida, alcalina ou enzimatica (SANTOS et al., 2012). Os polimeros de glicose se

encontram alinhados e ligados entre si formando uma fita altamente ordenada, essas fitas
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por sua vez, se agregam ¢ ddo origem as microfibrilas celuldsicas responsaveis pela
caracterizacdo da celulose cristalina como forte, estavel e resistente a degradacio.
Portanto, a reatividade da celulose ¢ determinada pela existéncia das interagdes fisico-
quimicas existentes entre as macromoléculas e de grupos funcionais presentes na
estrutura, que dificultam o acesso de reagentes e catalisadores. Sobretudo, nos materiais
lignocelulodsicos, a a¢do de catalisadores ¢ dificultada ainda mais, devido a presenga da
hemicelulose e da lignina (Figura 4). Posto isso, torna-se necessario um tratamento prévio
para a remocdo da lignina e hemicelulose, a fim de facilitar o acesso dos catalisadores a

celulose (SANTOS et al., 2012).

Parede celular

Microfibrila
celulésica

Moléculas de

glicose \
| Glicose

Figura 4 — Esquema da estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulosica (Adaptada de
SANTOS et al., 2013).

A hemicelulose, ou poliose, ¢ um polimero heterogéneo composto por hexoses
(glicose, manose e galactose) e por pentoses (xilose e arabinose), podendo ainda
apresentar quantidades varidveis de acidos urdnicos e desoxi-hexoses em algumas
espécies de vegetais (CARVALHO, 2011; LIMA et al., 2001). S3o altamente
ramificadas, amorfas e com baixo grau de polimerizacao, entre 50 e 300 unidades

monoméricas (ARANTES e MILAGRES, 2009). As hemiceluloses sdo depositadas na
15



parede celular vegetal em um estagio anterior a lignificacdo ¢ quando comparadas a
celulose apresentam maior susceptibilidade a hidrolise acida, caracteristica atribuida ao

carater amorfo destes polissacarideos (CARVALHO, 2011; SANTOS et al., 2012).

As hemiceluloses sdo classificadas de acordo com o residuo de agucar principal
no seu esqueleto. Assim, a xilana ¢ uma hemicelulose constituida principalmente por
unidades de B-D-xilose (Figura 5) unidas por ligacdes do tipo B-1,4. Porém, se o residuo
de agucar principal for B-D-manose ou B-D-glicose, tem-se as hemiceluloses mananas e
glucanas, respectivamente. As hemiceluloses em geral possuem um importante papel na
estrutura e funcdo da parede celular porque estdo envolvidas no suporte e reticulagdo da
matriz celulésica através de ligacdes de hidrogénio com a celulose, com outras
hemiceluloses e também pectinas. A composi¢do quimica e caracteristicas estruturais das
hemiceluloses variam amplamente entre as espécies, localizagdes sub-celulares e estagios

de desenvolvimento (OGEDA e PETRI, 2010).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da xilana (SANTOS et al., 2012).

A lignina ¢ a substancia quimica que confere rigidez a parede da célula, gerando
uma estrutura resistente ao impacto, compressio e dobra. E a macromolécula mais
abundante dentre os materiais lignocelulosicos depois da celulose, e representa entre 20 e
30% da massa total desses materiais. Além da funcdo de enrijecimento, age como
material adesivo e como barreira contra degradagcdo enzimatica ou microbiana da parede

celular vegetal (CARVALHO, 2011; OGEDA e PETRI, 2010).

A lignina ¢ um heteropolimero amorfo, composto basicamente de unidades de
fenilpropano conectadas por ligagdes nao hidrolisdveis, que formam uma molécula
tridimensional altamente complexa (Figura 6), contendo entre 10 ¢ 20% de subestruturas
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fenolicas e entre 80 ¢ 90% de ndo fendlicas (ARANTES e MILAGRES, 2009; LIMA et
al., 2001; SCHEUFELE, 2012). E insoltvel em agua e em acidos, porém pode ser

solubilizada em solugdes basicas concentradas ou solventes organicos (SCHEUFELE,

2012). O mecanismo de biossintese da lignina se processa por via radicalar a partir da

reacdo de trés diferentes alcodis cinamilicos (Figura 7): p-cumarilico, coniferilico e

sinapilico (CARVALHO, 2011). A propor¢ao desses precursores varia entre diferentes

espécies de plantas, e estas diferencas podem ser usadas com propdsitos taxondmicos.

Por exemplo, as ligninas de coniferas sdo quase que exclusivamente compostas por

residuos derivados do alcool coniferilico, enquanto as ligninas das espécies folhosas

contém residuos derivados tanto do &lcool conferilico quanto do sinapilico. Ja espécies de

gramineas possuem ligninas derivadas dos trés alcoois precursores citados (M ARTINS,

2005).
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Figura 6 — Modelo de estrutura de lignina de eucalipto (SANTOS et al., 2012).
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Figura 7 — Estrutura dos alcoois precursores da lignina: alcool p-cumarilico (a), alcool
coniferilico (b) e dlcool sinapilico (c) (MARTINS, 2005).

A producdo de enzimas celuloliticas microbianas ¢ fortemente dependente da
natureza do substrato, e a eficiéncia na producdo destas enzimas depende também de
outros fatores relacionados a composi¢do quimica da matéria-prima, como a
acessibilidade e suscetibilidade de véarios componentes, bem como suas associacdes
quimicas ou fisicas. Logo, ¢ importante a escolha do substrato indutor apropriado para a
producao destas enzimas. O substrato lignoceluldsico ideal deve ser barato, facilmente
processavel, disponivel em grandes quantidades, e sua composi¢ao deve enquadrar-se
para a producdo de enzimas celuloliticas — bem como para uma possivel hidrolise

comercial posterior (KANG et al., 2004; JUHASZ et al., 2005).

2.2.2 A casca de café

A casca de café, também conhecida como palha de café, ¢ um residuo fibroso,

obtido durante o processamento dos graos de café na via seca (PANDEY et al., 2000).

Os usos alternativos para este residuo incluem: a queima para geracdo de
energia, suplementacdo de ragcdes animais, cobertura de solo destinado ao plantio, entre
outros (RATHINAVELU e GRAZIOSI, 2005). No entanto, com avan¢os na tecnologia
bioenergética e biotecnoldgica, este residuo pode ser fonte abundante e de baixo custo
para a producdo de bioprodutos de alto valor agregado, bem como geracdo de energia

renovavel.
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2.2.3 Composi¢cdao quimica da casca de café

A casca de café ¢ uma matéria-prima lignocelulésica muito rica em diferentes
biomoléculas, sendo os carboidratos constituintes mais de 50% do seu peso seco,
seguidos pelas pectinas e proteinas, respectivamente (Tabela 1). Em residuos vegetais, os

carboidratos predominantes sdo a celulose e a hemicelulose.

Tabela 1 — Composicao da casca e da polpa de café¢ em porcentagem (%) de peso seco.

Componente % peso seco

Carboidratos 57,8

Proteinas 9,2
Lipideos 2,0
Cafeina 1,3
Taninos 4,5
Pectinas 12,4

Fonte: Soccol (2000).

A composicdo da casca de café pode variar com o processamento e sua
eficiéncia, variedade do cultivar, e das condigdes de cultivo. Do ponto de vista
bromatologico, Barcelos et al. (2001) analisaram trés diferentes cultivares de café e

encontraram os valores médios apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢ao bromatologica da casca de café ¢ matéria seca.

Componentes Casca (%)
Matéria Seca (MS) 88,37
Celulose 37,26
Hemicelulose 24,98
Proteina Bruta (PB) 9,92

Fibra em Detergente Neutro (FDN) 77,19
Fibra em Detergente Acido (FDA) 52,20
Extrato Etereo (EE) 10,18

Matéria Mineral 8,52

Fonte: Adaptado de Barcelos ef al. (2001).

3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo caracterizar as enzimas com atividade
celulolitica, sendo elas a Endoglucanase e B-glicosidase, produzidas por fungos isolados a

partir da casca de café.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar as atividades enzimaticas de Endoglucanase e -glicosidase obtidas
a partir dos fungos Aspergillus sp ¢ Cladosporium sp;
e (Caracterizar as atividades enzimdticas de Endoglucanase e B-glicosidase em

diferentes condi¢des de temperatura e pH.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Micro-organismos

Neste estudo, colonias de Aspergillus sp e Cladosporium sp previamente
isoladas da casca de café foram utilizadas. As culturas foram mantidas em placas
contendo o meio BDA (Agar Batata Dextrose). Periodicamente, a cada 30 dias, estas
culturas eram inoculadas em novas placas, incubadas por sete dias a 28 °C e
posteriormente armazenadas a 4 °C. O meio foi preparado adicionando-se 7,8g de BDA

em 200mL de dgua destilada.

5.2 Producio de extratos enzimaticos por fermentacio submersa

Para a inoculagdao em meio liquido, foram retirados com auxilio de uma espatula,
trés discos de cada placa de Petri contendo os fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp.
Em seguida, foram inoculados em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio
liquido mineral e CMC (Carboximetilcelulose) 2% (p/v). O meio mineral foi composto de
KH,PO4 0,7%, NaH,PO4 0,4%, MgS0O4 0,02%, (NH4)>,SO4 0,1% e extrato de levedura
0,06% (SINGH et al, 2009, modificado) o qual foi previamente autoclavado a 120 atm
por 20 min.

Os frascos foram colocados em um agitador sob temperatura de 28 °C e rotagao de
180 rpm. As amostras dos dois inoculos foram coletadas com o auxilio de uma
micropipeta, em intervalos de, aproximadamente, 24h durante dez dias. As mesmas foram
transferidas para um microtubo tipo eppendorf, e centrifugadas. O extrato enzimatico

obtido a partir do sobrenadante foi armazenado no refrigerador a 4°C.

5.3 Ensaios enzimaticos

As atividades das enzimas foram determinadas pela quantificagdo dos produtos
de degradacgdo de seus substratos sintéticos.
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5.3.1 Determinagdo da atividade de Endoglucanase

A atividade de Endoglucanase foi determinada com base na capacidade de
degradacdo de carboximetilcelulose (CMC), sendo que o agtcar redutor liberado foi
determinado pelo método do 4cido dinitrosalicilico (DNS), assim como descrito por
Miller, G. L. (1959) e em ensaio adaptado por Ghose (1987).

Foi retirado 0,5 mL do extrato enzimatico bruto dos dois fungos e colocados em
tubos de ensaio contendo 0,5 mL de carboximetilcelulose. Para o controle, colocou-se em
substitui¢do ao extrato enzimatico, 0,5 mL do tampao acetato 0,1M pH 4,8. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 50°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se nos
tubos 1,5 mL da solugdo de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) que posteriormente foram
direcionados novamente para banho fervente a 100°C por 5 minutos. Finalmente os tubos
foram completados com 7,5 mL de 4dgua destilada. A leitura da absorbéancia foi feita em
espectrofotometro, Bioespectro SP 22®, a 540 nm.

Para a construcdo da curva padrdo, utilizou-se uma solucdo de glicose, com
concentracdes entre 0,1 a 1,0 g/L. Em um tubo de ensaio adicionou-se 1,5mL do reagente
de DNS a 1 mL dessa solugdo, em seguida esse tubo foi levado a fervura por 5 minutos e
completado com dgua destilada para um volume de 10 mL (GHOSE, 1987). A leitura foi
realizada a 540 nm. A curva padrdo se encontra no anexo 1.

Os valores de absorbancia foram convertidos em quantidades equivalentes de
glicose a partir de curva padrdo previamente construida (anexo 1); considerando que 1
Unidade Internacional (IU) equivale a 1 umol de glicose liberada por minuto (BASSO et

al.,2010). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

5.3.2 Determinacado da atividade de p-D-glicosidase

A avaliacdo da atividade PB-glicolitica foi realizada utilizando o substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPBG).

Primeiramente, foram adicionados 2,0 mL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
nos tubos e aquecidos em banho-maria a 30°C por 10 minutos. Em seguida, foi
acrescentado 0,5mL dos extratos enzimaticos e para o controle 0,5mL de tampao fosfato-

citrato 0,1M pH 5,0. Todos os tubos foram colocados novamente em banho-maria a 30°C

22



por 30 minutos. A reagao foi interrompida acrescentando 2,5 mL da solucdo de
bicarbonato de s6dio 0,5M. A leitura da absorbancia foi realizada a 420 nm.

Uma unidade Internacional (IU) de atividade B-D-glicosidase ¢ definida como
quantidade de enzima requerida para liberar 1 umol de p-nitrofenol do substrato por
minuto. Assim, para a quantificacdo, construiu-se a curva padrdo utilizando agua,
bicarbonato de sédio e p-nitrofenol (20-160 pmol.mL™). A curva padrio se encontra no

anexo 2. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

5.4 Caracterizacio enzimatica

5.4.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

A atividade da enzima foi estudada frente a diferentes valores de pH de 4,0 a 7,0.
A variagdo no pH foi realizada utilizando-se os tampdes acetato e fosfato-citrato para

caracterizacao das enzimas Endoglucanase e -glicosidase, respectivamente.

5.4.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

As atividades das enzimas Endoglucanase e B-glicosidase foram avaliadas em
temperaturas de 30 a 60°C. Os ensaios foram realizados conforme descrito anteriormente,
alterando-se apenas a temperatura na qual o ensaio foi incubado, seguindo os protocolos

referentes para cada enzima.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1Producao de Endoglucanase por fermentacao submersa
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O método da fermentagdo submersa foi utilizado para os estudos cinéticos, tendo

como parametros o crescimento celular e a quantidade de enzima produzida pelos micro-

organismos.

Iniciou-se o experimento determinando a atividade de endoglucanases dos fungos
Aspergillus sp e Cladosporium sp presentes no meio de crescimento. No grafico tempo
em funcdo a atividade enzimadtica, Figuras 8 e 9, observa-se uma rapida adaptagdo dos

fungos no meio CMC utilizado.

Aspergillus sp
0,039 -

0,037 -
0,035 -
0,033 -

0,031 |

Atividade enzimatica (U/ml)

0,029 -

0,027 1 1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dia)

Figura 8 — Producdo de Endoglucanase por Aspergillus sp em funcdo do tempo de

cultivo. Inéculo feito em meio liquido, contendo meio mineral e CMC 2% (p/v),
autoclavado a 120 atm por 20 min.

24



Cladosporium sp
0,046 -
0,044 -
0,042 -
0,04 |
0,038 -
0,036 -
0,034 -

Atividade enzimatica (U/ml)

0,032 -
0,03

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10
Tempo {dia)

Figura 9 — Producdo de Endoglucanase por Cladosporium sp em fun¢do do tempo de
cultivo. Indculo feito em meio liquido, contendo meio mineral e CMC 2% (p/v),
autoclavado a 120 atm por 20 min.

Segundo as Figuras 8 e 9 observa que, a producdo de Endoglucanases do fungo
Aspergillus sp foi maxima apds 9 dias de cultivo, sendo que a sua atividade enzimatica
foi de 0,037£0,00065 U/mL. Por outro lado, a maxima atividade de Endoglucanases
produzidas pelo Cladosporium sp foi alcangado apds 5 dias do cultivo, apresentando um

valor de 0,044 + 0,00052 U/mL.

Aguiar & Menezes (2000), ao utilizar Aspergillus niger 12-9 aos sete dias de
incubagdo em bagaco de cana-de-agucar, obtiveram valores de atividade de celulase total

de 0,05 U.mL™, valor proximo ao observado com o isolado deste trabalho.

6.2 Caracterizacio da atividade enzimatica

6.2.1 Efeito do pH na atividade enzimatica da Endoglucanase e f-D-
glicosidase.

O pH apresenta papel importante nas reagdes de hidrdlise catalisadas por

enzimas. Sua variacdo pode ser relacionada a possiveis mudancas conformacionais,
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alteracdes do estado de ionizagdo ¢ dissociacdo da enzima no meio reacional
(macroambiente) levando & perda na fungio da enzima até se tornar inativa (SIMOES et
al.,2011).

Os dados obtidos nos ensaios de caracterizacdo da atividade das enzimas
Endoglucanase e B-glicosidase sob diferentes valores de pH estdo representados nas

tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3 — Atividade enzimatica da Endoglucanase obtida a partir dos fungos
Aspergillus sp e Cladosporium sp em diferentes valores de pH.

Fungo pH Atividade
Enzimatica (U/mL)

0,051 £0,001
0,092 + 0,005
0,069 + 0,003
0,062 £ 0,002
0,069 £+ 0,008
0,088 +0,0002
0,105 £ 0,005
0,088 +£0,001

Aspergillus sp

Cladosporium sp

~N SN L AN B

Tabela 4- Atividade enzimatica da -glicosidase obtida a partir dos fungos Aspergillus sp
e Cladosporium sp em diferentes valores de pH.

Fungo pH Atividade
Enzimatica (U/mL)

2,196 £0,274

2,745 £ 0,061
2,325+ 0,065
2,366 + 0,008
2,351 £ 0,021
1,891 + 0,061
1,387 +0,283

2,017 £0,004

Aspergillus sp

Cladosporium sp

N DN AN b

Da mesma forma, as Figuras 10 e 11 apresentaram a influéncia do pH nas
atividades enzimaticas da Endoglucanase e -glicosidase, respectivamente.
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0,12 ,
Endoglucanase
0,11

0,1
0,09

0,08

—— Aspergillus sp

0,07 —m— Cladosporium sp

0,06 7

Atividade enzimatica (U/ml)

0,05

0,04 .

pH

Figura 10 — Efeito do pH na atividade de Endoglucanase existentes nos extratos brutos
obtidos dos fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp.

pP-glicosidase

——Aspergillus sp

—&— Cladosporium sp

Atividade enzimatica (U/ml)

pH

Figura 11 — Efeito do pH na atividade de B-glicosidase existentes nos extratos brutos
obtidos dos fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp.
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Os resultados mostrados na Tabela 3 e Figura 10 evidenciaram que a atividade de
Endoglucanase do fungo Aspergillus sp apresentou atividade maxima de
0,092+0,0051U/mL em pH 5,0, entretanto a atividade maximo de Endoglucanase
proveniente do fungo Cladosporium sp foi de 0,1052+0,0054 U/mL em pH 6,0.

Conforme os resultados obtidos na Tabela 4 e Figura 11 observou-se que, a
atividades enzimatica maxima de B-glicosidase proveniente dos fungos Aspergillus sp e
Cladosporium sp foi de 2,74+0,061U/mL e 2,35+0,22 U/mL em pH de 5,0 ¢ 4,0

respectivamente.

6.2.2 Efeito da temperatura na atividade enzimadtica da
Endoglucanase e p-glicosidase

A influéncia da temperatura na cinética da reacdo enzimatica se deve aos
aumentos de velocidade de reacdo. A velocidade aumenta porque mais moléculas
adquirem energia suficiente para atingir o estado de transi¢@o. Esse efeito ¢ observado em
um intervalo de temperatura compativel com a manuten¢do da estrutura espacial da
enzima (FEITOSA, 2009).

As Tabelas 5 e 6 apresentam as atividades enzimaticas de Endoglucanase e -
glicosidase para os fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp obtidas em diferentes

valores de temperatura.

Tabela 5 — Atividade enzimatica de Endoglucanase obtida dos fungos Aspergillus sp e
Cladosporium sp em diferentes temperaturas.

Fungo Temperatura (°C) Atividade

Enzimatica (U/mL)

y 11 30 0,085 +0,0005

PErSITEap 40 0,097 = 0,0001

50 0,091 +0,0051

60 0,105 +0,0024

30 0,048 +0,0049

40 0,077 +0,0034

Cladosporium sp 50 0,087 + 0,0002

60 0,083 +0,0041
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Tabela 6 — Atividade enzimatica de B-glicosidase obtida dos fungos Aspergillus sp e
Cladosporium sp em diferentes temperaturas.

Fungo Temperatura (°C) Atividade
Enzimatica (U/mL)
30 2,742 £ 0,061
. 40 4,711 £0,139
A 1l ’ ’
SPErSITLS 3P 50 6,116+ 0,248
60 6,313 £ 0,222
30 1,891 +£ 0,061
40 2,588 +£0,087
Cladosporium sp 50 3,771 £ 0,091
60 5,251 + 0,004

Da mesma forma, as Figuras 12 e 13 mostram a influéncia da temperatura nas

atividades enzimaticas da Endoglucanase e -glicosidase, respectivamente.

Endoglucanase
0,12 -

0,11 -
0,1

0,09

0,08
—o— Aspergillus sp
0,07
—a— Cladosporium sp
0,06

Atividade enzimatica (U/ml)

0,05

0,04 . ‘ ‘
30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 12 — Efeito da temperatura na atividade de Endoglucanase presente nos extratos
enzimaticos brutos de Aspergillus sp e Cladosporium sp
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p-glicosidase

—o— Aspergillus sp

—a— Cladosporium sp

Atividade enzimatica (U/ml)

30 40 50 60
Temperatura (°C)

Figura 13 — Efeito da temperatura na atividade de B-glicosidase presente nos extratos
enzimaticos brutos de Aspergillus sp e Cladosporium sp

Analisando a Tabela 5 e Figura 12, ¢ possivel perceber que as Endoglucanases
presentes nos extratos enzimaticos de Aspergillus sp e Cladosporium sp apresentaram
atividades maximas de 0,105+0,0025 U/mL e 0,0087+0,00026 U/mL nas temperaturas
de 60°C e 50°C, respectivamente.

Em relagdo aos resultados mostrados na Tabela 6 e Figura 13, observou-se que,
atividades maximas de B-glicosidase de 6,31+0,22 U/mL e 5,25+0,0043 U/mL foram
alcangados a temperatura de 60°C para os fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp,

respectivamente.

7. CONCLUSOES

As Endoglucanases produzidas pelos fungos Aspergillus sp e Cladosporium sp em
meio de fermentagdo submersa, atingiu um pico maximo da produgdo de enzima de
0,037+0,00065 U/mL ap6s 9 dias e 0,044 = 0,00052 U/mL apo6s 5 dias de cultivo

submerso pelo método de CMC, respectivamente.
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A temperatura ¢ pH otimos encontrados na caracterizagdo do extrato bruto
produzido por Aspergillus sp referentes a Endoglucanase e -glicosidase foram de 60°C e
pH 5,0. Da mesma forma, o extrato bruto produzido por Cladosporium sp apresentou
uma atividade maxima a uma temperatura de 50°C e pH 6,0 no caso de Endoglucanase, e

a 60°C e pH 4,0 para B-glicosidase.

8. PERSPECTIVAS PARA FUTUROS TRABALHOS

e Caracterizacdo das enzimas com atividade celulolitica previamente
purificadas a partir de fungos filamentosos isolados da casca do café;
e Avaliagdo da atividade enzimatica o6tima da Endoglucanase e B-glicosidase

utilizando casca de café como unica fonte de carbono.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

Tabela 7- Curva padrao de DNS

Glicose (g/L) Abs (540nm)

1 1,253

0,8 0,941

0,5 0,483

0,4 0,316

0,3 0,172

0,2 0,076

0,1 0,02

1,2

0,8 -

0,6
y=1,4271x- 0,2069

2 =
0.4 R?=0,9897

Absorbancia (540 nm)

0,2 -

T T T 1

( 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

-0,2
Concentracdo de Glicose (g/L)

Figura 14 — Curva padrdo da Glicose em fung¢do da absorbancia.



ANEXO 2

Tabela 8 - Curva padrao de p-nitrofenol

p-nitrofenol (pmol.mL-1) Abs (420 nm)

20 0,088
40 0,197
60 0,269
80 0,417
100 0,523
120 0,609
140 0,734
160 0,835

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6
0,5 -

0,4 -
y =0,0054x-0,0253

0,3 1 R?=0,9973

Absorbancia (420 nm)

0,2

O T T T 1
0 50 100 150 200

Concentragdo de p-nitrophenol (umol.mL-1)

Figura 15 — Curva padrao de p-nitrophenol em func¢do da absorbancia.



