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RESUMO

O Brasil como um grande produtor de safras agricolas, ndo possui na maioria das vezes um fim
determinado aos residuos agricolas gerados, descartando-os de forma incorreta, prejudicando o
meio ambiente. Para resolugdo do tal problema, estudos sdo feitos para a utilizagdo desses
residuos por microrganismos no processo de degradacao da parede lignoceluldsica. Os fungos
filamentosos s3o capazes de produzirem, em condi¢des favoraveis, enzimas que conseguem
catalisar a produgao de aglicar mais simples, a partir de carboidratos mais complexos. Pensando
nisto, o trabalho teve como principal objetivo a utilizagdo de um fungo anemofilico isolado na
area central de Patos de Minas em frente aos laboratorios da UFU, para produgdo de xilanase,
pectinase ¢ CM-celulase. O fungo denominado MFM, apresentou caracteristicas morfoldgicas
do género Aspergillus. As atividades enzimdticas quantificadas mostraram que a MFM
produziu as trés enzimas nas diferentes biomassas residuais, ofertadas como fontes de carbono,
tendo destaque na produgao de enzimas o residuo do completo da soja (RS) com os valores em
ULmL"! de, 1,095; 1,237; e 0,262 para xilanase, pectinase e CM-celulase respectivamente.
Ensaios de caracterizagdo enzimatica parcial, revelaram as melhores condi¢des de atividade em
pH 4 e temperatura de 50°C, para as enzimas produzidas em RS. Segundo as melhores
condigdes de atuagdo das enzimas, ensaios de hidrélise do bagago de cana-de-actcar lavado,
revelaram que, ap6s 48 horas de incubagao, a 50°C, a liberagdo de actcar redutor total alcangada

foi de 7,49%.

Palavras-chave: Prospecgdo de fungos. Residuos agricolas. Enzimas. Hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

As a top agricultural producing country, Brazil does not have a properly destination for
agricultural waste, putting it away incorrectly and damaging the environment. In order to solve
this issue, studies have be made to use these agricultural leavings by microorganisms in the
process of degradation of the lignocellulosic wall. Filamentous fungi are able to produce, at
friendly conditions, enzymes that can catalyze the production of simpler sugar from complex
carbohydrates. From that, this study aimed the application of an air fungus isolated in the central
area of Patos de Minas, in front of UFU's laboratories, for the production of xylanase, pectinase
and CM-cellulase. The isolated, called MFM, revealed morphological features of the genus
Aspergillus. The enzymatic activities assays showed that MFM produced the three enzymes in
the different residual biomasses used as carbon sources. Complete soybean residue (RS)
highlighted in the production of enzymes with values in Ul.mL™"! from 1,095; 1,237; and 0,262
for xylanase, pectinase and CM-cellulase, respectively. Partial enzymatic characterization tests
revealed the best activities conditions for pH 4 and temperature at S0C, for enzymes produced
in RS. According to the best performance conditions of enzymes, hydrolysis tests of washed
sugarcane bagasse hydrolysis showed that, after 48 hours of incubation at 50°C, the liberation

of total reductive sugar reached was 7.49%.

Keywords: Fungi prospection. Agricultural residues. Enzymes. Enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um grande produtor na area da agricultura, tendo assim a producao de uma
gama de residuos agricolas, que na grande maioria sao eliminados de forma incorreta, gerando
prejuizos a natureza. Com a Biotecnologia, formas de reaproveitamento sdo sugeridas para o
uso desses residuos para que os mesmos sejam aproveitados, gerando produtos e diminuindo
cada vez mais os efeitos ambientais.

A utilizacao de enzimas degradadoras da biomassa lignoceluldsica tem despertado nas
industrias um grande interesse, podendo substituir os catalisadores quimicos, com maior
eficiéncia nos resultados e diminuindo o impacto ambiental gerado. A aplicag@o dessas enzimas
se da em diferentes areas tais como industria té€xtil, alimenticia, em biorrefinarias, nutri¢ao
animal, etc.

Esse trabalho tem como principal foco a utilizagdo de fungo anemofilico na degradacao
da biomassa lignoceluldsica vegetal que ¢ produzida em grande escala, visando um produto
final, diferentes enzimas, de forma ambientalmente correta, com custos mais baixos.

Para isso, foi utilizado um dos fungos isolados do ar atmosférico, em frente aos
laboratérios da UFU na regido central de Patos de Minas, sendo caracterizado macro e
microscopicamente, realizados atividades, as quais dariam condi¢des mais favoraveis de
atuagdo das enzimas, para posteriormente fazer uma aplicag@o na area biotecnoldgica.

A enzima selecionada por meio de ensaios laboratoriais, tiveram suas condi¢gdes de pH,
temperatura ajustados para uma melhor eficacia de hidrolise, nos forneceram dados os quais
foram aplicados na hidrélise do bagaco da cana-de-agucar, de grande interesse em industrias
canavieiras € em biorrefinarias. Com isso a biotecnologia torna-se uma ferramenta que agrega

valor & insumos, 0s quais, até o presente momento sao subutilizados.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Brasil como produtor de safras e residuos agricolas
O Brasil se encontra atualmente em lugar de destaque no cenario mundial. Além de estar
entre as maiores economias do mundo, possui mais de 208 milhdes de habitantes e a quinta

maior area em territorio. O pais possui uma grande atividade agricola, o que faz com que seja

o Brasil um dos paises com maior produgdo de residuos agroindustriais (IBGE, 2018). O setor
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agricola € o grande responsavel por esses indices, que vem se desenvolvendo e crescendo suas areas
de produgdo nas ultimas décadas. A diversifica¢dao do clima do pais se torna benéfico a pluralidade
na agricultura, uma vez que sao inimeras cultivares produzidas em toda area brasileira (Indicadores
de Desenvolvimento Mundial - IDM, 2014).

A nona posi¢do mundial é ocupada pelo Brasil em termos de producdo de arroz, tendo a
produgdo na safra de 2017 de aproximadamente 11,3 milhdes de toneladas dos graos em casca (FAO
STAT, 2017). O subproduto mais significativo gerado do beneficiamento ¢ a casca do arroz,
representando cerca de 20% da massa do arroz em casca (PANDEY et al., 2010).

A cada ano que se passa a produc¢ao dos residuos gerados pelas safras agricolas tem sido
aumentada, necessitando de alguma forma, fazer a utilizagcdo dessa biomassa lignoceluldsica,
evitando que a mesma seja descartada de forma indevida no meio ambiente (BOMTEMPO et
al., 2017). A casca do arroz ¢ um residuo que possui uma capa lenhosa rigida composta por
celulose, lignina e materiais inorganicos além de disponibilizar matéria de baixo custo, de dificil
utilizagdo, com baixas propriedades nutritivas (KIELING, 2009).

O Brasil também se destaca pela safra de café, a qual teve produgdo de
aproximadamente 44,77 milhoes de sacas em 2017 (EMBRAPA, 2017). O café tem sido a
segunda maior commodity na bolsa de valores s6 perdendo para o petroleo, e a elevada demanda
por seu uso gera uma grande quantidade de residuos (GIROTTO et al., 2017). Os graos de café
sdo beneficiados por um processo de torra que ¢ responsavel pelas suas caracteristicas
organolépticas, nomeadamente o sabor, 0 aroma e a cor, dependendo do tempo e temperatura
de torra aplicado (MUSSATTO et al, 2011). O processo de torra faz com que existam alteragdes
quimicas e fisicas nos graos fazendo com que os teores de cafeina, acidos clorogénicos,
proteinas, aminoécidos e hidratos de carbono sejam diminuidos (MUSSATTO et al, 2011b).

Outra produgao agricola que o Brasil se destaca ¢ na safra de soja. No atual cenario mundial,
o pais € o segundo maior produtor e exportador de soja, ficando atras apenas do Estados Unidos,
produzindo uma safra superior a 116 milhdes de toneladas em 2017, onde nesse mesmo ano teve
uma ocupagdo de 35,100 milhdes de hectares em territorio brasileiro. A producdo de grandes
quantidades de soja, mundialmente, faz com que os residuos dessa cultura sejam os mais
expressivos em volume, contendo grande potencial como substrato para o crescimento de
microrganismos lignoceluloliticos e indugdo da secre¢do de suas enzimas, assim como para a
bioconversdo em produtos de alto valor agregado (SCIUTO, 2015).

Destaca-se também a producdo de banana no Brasil ocupa o segundo lugar em volume
de frutas produzidas e a terceira posi¢cao em area colhida. Estéd entre as frutas mais consumidas

nas principais regides do pais. Constitui base alimentar nas mais diferentes classes da


http://repositorio.unb.br/browse?type=author&value=Sciuto%2C+D%C3%A9bora+Lo
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populacao, tendo um consumo per capita de mais ou menos 25 kg ano (GASPATORO, 2010).
Ap0s sua colheita ¢ gerado grandes quantidades de residuos, considerado os mais importantes
em termos de maiores volumes e potencial fibroso o pseudocaule, a folha e o engaco. As folhas
e os pseudoscaules sdo utilizados em coberturas mortas no solo, com finalidade de evitar
processos erosivos, controlar plantas daninhas e retornar nutrientes a planta; ja o engago nao se
tem uma utiliza¢do, sendo o mesmo descartado depois de ser separados das pencas, sendo
descartados no lixo doméstico ou sobre o solo, causando problemas ambientais, além de
implicar no custo de transporte para o descarte (SOFNNER, 2001).

O residuo da palha da cana-de-agucar se destaca devido sua capacidade de
reaproveitamento. Ele tem capacidade tanto para geracdo e producdo de calor, eletricidade e para
gera o etanol celuldsico (SANTOS et. al., 2012). Contudo, mesmo com esse potencial de produgao,
a degradacdo destes polimeros, ndo ¢ tao facilitada devido a forte interacdo intermolecular entre
estes e a total auséncia de 4gua em sua estrutura. Além dessa dificil degradagdo, a macromolécula
lignina envolve a celulose e a hemicelulose, fazendo-a uma estrutura muito recalcitrante, ou seja,
as caracteristicas morfoldgicas e quimica estrutural da parede vegetal, constituem uma dificuldade
para as tentativas de degradacao (FENGEL, 1985).

A producdo em agricola massa desencadeia uma enorme geragdo de residuos
agroindustriais, com isso faz-se necessario que sejam tomadas medidas racionais de utilizacao,
tratamento e descarte para que esses residuos nao venham causar prejuizos ao meio ambiente.
Contudo uma das propostas racionais que condizem com o0s anseios sOcio econOmico-
ambientais, tratam com importancia esses residuos como fonte alternativa para crescimento de

microrganismos e para produgdo de enzimas (BISWAS et al., 2014)

2.2 Parede celular vegetal

A parede celular vegetal possui em sua composi¢ao uma mistura de polissacarideos,
proteinas, compostos fendlicos e sais minerais. Os polissacarideos representam cerca de 90%
do peso seco da parede e consistem em celulose, que compde de 20 a 40% da parede celular,
hemiceluloses (15-25%) e pectinas (~30%). Essa matriz ¢ altamente organizada e dinamica
podendo tornar-se mais rigida ou mais frouxa conforme as necessidades da planta (EMBRAPA,
2011), que tem como fungao principal dar resisténcia as células, no entanto, pouco participa da

troca de material com o ambiente externo, papel exercido essencialmente pela membrana

plasmatica (HOGG, 2013).
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A composicao da parede nos vegetais varia consideravelmente de acordo com o tipo de
célula, o6rgdo e a espécie. Contudo, sdo predominantes os seguintes componentes:
polissacarideos estruturais, formados por cadeias extensas de agucares, de alto peso molecular,
unidas por ligagdes ionicas ou covalentes. Os polissacarideos mais comumente presentes sao:
celulose, principal componente; hemiceluloses e pectinas, ou compostos pécticos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Para que possa ocorrer essa degradagdo ¢ preciso que
enzimas em conjunto possam atuar em cada estrutura composicional da parede celular, para
tanto: lignina, hemicelulose e celulose sdo as porgdes poliméricas que especificamente sao
concevtadas entre si por ligacdes covalentes, produzindo uma rede complexa resistente a
ataques microbianos.

A celulose que ¢ definida como um polimero de D-glicose com ligagdes beta 1,4
(BISWAS et al., 2014) oferecendo uma caracteristica de forca e flexibilidade estando envolvida
por lignina que, parecida com uma espécie de cimento, conferindo-lhe asssim a resisténcia da
estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. Conseguinte, a hemicelulose, atua entrelagcando
quimicamente a celulose e a lignina, formando unidas, blocos de pentoses como a xilose, de
hexoses como a glicose e de acidos urdnicos como acido galacturonico, agiicares que conferem
flexibilidade e resisténcia ao vegetal (CASTRO, 2010). Por fim, as pectinases também se
destacam, por constituirem um grupo amplo de enzimas que aceleram a degradacdo de
polimeros pécticos nas paredes das células vegetais (KHAN et al., 2013) e, tendo atuacao neste

trabalho.

2.3 Atividades das enzimas fungicas

Enzimas sdo extraidas em larga escala de microrganismos, devido a ampla gama
produzida pelos mesmos e a capacidade de cultiva-los em laboratorio (PALMER et al., 1991).
Os microrganismos sdo capazes de existir em ambientes com variadas propriedades fisico-
quimicas, no entanto, a taxa na qual suas enzimas convertem o substrato para o produto de
interesse ¢ afetada significativamente pela temperatura, pH e as concentracdes tanto do
substrato quanto de possiveis inibidores (HOGG, 2013).

Os fungos se alimentam por meio da secrecdo de enzimas extracelulares que digerem
materiais poliméricos, como polissacarideos ou proteinas, em mondmeros que sdo assimilados
como recurso de carbono e energia (MADIGAN et al.,, 2016). Logo, os residuos da

agroindustria, devido ao seu elevado conteudo lignocelulésico disponivel, representam uma
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fonte alternativa interessante para crescimento de fungos e, consequentemente, producdo de
enzimas para aplicacdes industriais (SIQUEIRA, 2010).

O termo holocelulose ¢ utilizado para se referir ao contetido de celulose e hemicelulose
na biomassa lignocelulésica (VAZ et al.,, 2016). Celulases, hemicelulases e pectinases
pertencem a um grupo de enzimas chamadas holocelulases que apresentam mecanismos de
hidrélise 4cida/basica de ligagdes glicosidicas com retengdo ou inversdo da configuragdo
anomérica no ponto de clivagem (SIQUEIRA e FILHO, 2010).

Para a eficiente hidrolise da biomassa lignoceluldsica, ¢ necessdria a presenca de
variadas enzimas, como celulases (mais importantes, pois a celulose corresponde a maior
parcela), hemicelulases, pectinases e proteinas auxiliares (PASSOS et al., 2018).

Basicamente, existem trés tipos de glicosil hidrolases responsaveis pela conversao de
celulose em glicose: (i) endoglucanases, responsaveis pela hidrdlise das ligagdes glicosidicas
nas regioes amorfas da celulose, gerando longas cadeias de oligdmeros; (i1) exoglucanases ou
celobiohidrolases, que atuam na parte cristalina da celulose, quebrando as longas cadeias de
oligobmeros formadas pela acdo das endoglucanases; e (iii) B-glucosidades, que hidrolisam
celobiose a glicose (Figura 1) JUTURU e WU, 2014).

A hemicelulose ¢ um complexo substrato amorfo frequentemente composto de uma
“espinha dorsal” de hétero-1,4-f-D-xilano, contando com a presenga de varios grupos
substituintes (BARR et al., 2012). Dessa forma, a degradag¢ao completa da hemicelulose requer
a acao de uma quantidade maior de enzimas. Destacam-se, entre elas, as enzimas principais 1,4-
B-xilanase e 1,4-B-xilosidase, que tém sua acdo complementada pelas enzimas auxiliares o-L-
arabinofuranosidase, B-feruloilesterase, B-glucuronidase e acetilxilanoesterase (GILBERT,
2010).

Por final, as pectinases atuam em reacgoes de despolimerizacao e desesterificagao, sendo
recorrente em fungos saprofitos (LANG; DORNENBURG, 2000). Geralmente, as pectinases
derivadas de fungos sdo acidas por natureza, sendo sua fonte comercial de mais destaque os

fungos filamentosos, particularmente, a espécie Aspergillus niger (AMIN et al., 2018).
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Figura 1 - Hidrdlise do polimero celulose a glicose por meio da acdo de enzimas. Em vermelho:
estrutura cristalina. Em preto estrutura amorfa.
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Fonte: Juturu e Wu (2014).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Utilizar residuos agricolas como fonte de biomassa lignocelulésica para a producao de
enzimas de interesse industrial, produzidas por fungo anemofilo coletado em érea urbana da

cidade de Patos de Minas-MG.

3.2 Objetivos Especificos

e [solar fungo anemofilo na area urbana do municipio Patos de Minas;

e Verificar dentre diferentes residuos agricolas aqueles que melhor se destacam na
producao de enzimas degradadoras da parede celular vegetal;

e (Quantificar e caracterizar diferentes enzimas quanto a capacidade de degradacao da

biomassa vegetal, por meio de atividades enzimaticas especificas;
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e (aracterizar parcialmente a atividade das enzimas através de ensaios de hidrdlise.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta, isolamento, manutencio e identificacio das amostras fungicas

O local de coleta dos fungos anemofilos foi estabelecido em area central urbana na
cidade de Patos de Minas, em frente ao Prédio de Laboratorios da UFU, Rua Major Jeronimo,
566.

Individuos fungicos foram coletados por meio da exposi¢do de uma placa de Petri com
15 cm de diametro, preenchida com aproximadamente 40 mL de meio de cultura s6lido [batata-
dextrose-agar (BDA), infuso de batata desidratado 4,0 g, dextrose 20 g e agar 15 g; pH final 5,6
a 25 °C; Pradimol Biotecnologia]. A placa foi aberta por um periodo de 30 minutos, na area
externa ao Prédio de Laboratorios da UFU, Campus Patos de Minas, localizado a Avenida
Major Jerdnimo, N° 566, Bairro Centro. Em seguida, a mesma foi fechada com filme plastico
e incubadas por 7 dias, no Laboratério de Microscopia, a temperatura local de 28°C a 30°C.

A placa foi monitorada diariamente para que o crescimento das amostras nao ultrapasse
o limite das placas de Petri. Ao final do periodo de incubagdo (Figura 2) e verificado o
crescimento dos fungos, foi realizado o isolamento de individuos fungicos promissores
(desenvolvimento micelial e potencial de esporulagao) por meio de repiques, em novas placas
de Petri contendo meio sélido BDA e, mantendo as mesmas condig¢des iniciais de incubagao.
Ap0s o crescimento fungico, as placas foram armazenadas a 4°C para utilizacdo em ensaios de

cultivo.
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Figura 2 - Placa de Petri contendo meio BDA, que foi exposta ao ambiente externo do Prédio
dos laboratorios, colonizada pelos fungos anemofilos apds o periodo de 7 dias de incubacao.

Fonte: Proprio autor.

A manutencao do isolado foi realizada em meio s6lido BDA, por meio de repiques
realizados a cada 21 dias. A identificacdo da morfoespécie coletada serd realizada em futuros
ensaios com parcerias com outras institui¢cdes e demais colegas de trabalho. Enquanto isso, a
mesma ficara depositada no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular do Campus Patos
de Minas — UFU.

Analises microscoOpicas foram realizadas utilizando pequena por¢ao da coldnia do fungo
isolado e sendo a mesma retirada com o auxilio de palitos de madeira autoclavados ou alca
flambada, e colocada na superficie de 1amina microscopica devidamente preparada. Com as
seguintes coloragdes:

e Coloracdo 1: A amostra foi adicionada de 0,05 mL de solu¢do KOH 20% (m/v) em dgua
destilada, objetivando obter informagdes morfoldgicas do individuo fingico.
e (Coloracao 2: Procedeu-se de acordo com “coloragdo 1, alterando a soluc¢do corante
para Azul de Metileno 0,2 % em éagua destilada.
Ambas as preparagdes foram cobertas com laminula limpa, levadas ao microscopio (Marca:
Leica. Modelo: ICC50 HD) visualizando as placas com os corantes, utilizando aumento 1000x
e conseguinte foram realizadas fotografias das imagens microscopicas utilizando o software

LEICA Application Suite (LAS) EZ Version 3.3.

4.2 Residuos Agricolas
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O isolado fangico promissor foi cultivado em residuos agricolas [casca de arroz (CA),
residuo do beneficiamento do café (RC), engaco de bananeira (EB), residuos completo da soja
(RS), residuo do beneficiamento café lavado (RCL) e engago de bananeira lavado (EBL)], os
quais foram gentilmente doados por produtores da regido de Patos de Minas, e utilizados como
fonte de biomassa lignoceluldsica.

Os residuos, do beneficiamento do café e engaco de bananeira, foram submetidos a um
processo de lavagem com agua corrente até que nao houvesse a manifestacao de sujidades na
agua de lavagem. Em seguida, foram colocados em recipientes de secagem e colocados em
estufa a 60°C por 24 h.

Ap6s secagem, todos os residuos, manuseados a temperatura ambiente, foram triturados
separadamente, utilizando processador de alimentos doméstico, até obter-se um material

homogéneo que foi peneirado em tela de 3 mm de tamanho de poro.

4.3 Cultivo do isolado fingico

O fungo isolado foi cultivado em estado semi-solido, em frascos tipo Erlenmeyer de 250
mL, em 5 repeticdes dispondo de 5 gramas de cada um dos residuos agricolas processados (CA,
RC, EB, RS, RCL e EBL). Em seguida, os residuos foram umedecidos com 20 mL de dgua
destilada, para se alcangar um teor de umidade de aproximadamente 65% conforme
estabelecido por Kerem et al. (1992). Posteriormente, os frascos foram fechados com rolhas
feitas de gaze e algoddo, cobertos com papel do tipo Kraft e autoclavados a 121°C por 25
minutos.

O inoculo foi representado por 5 discos de 5 mm de didmetro/cada utilizando ponteiras
de 1000 pL cortadas, retirados de placa de Petri de repiques do fungo isolado, feitos
anteriormente em meio solido BDA. Os discos foram transferidos para cada Erlenmeyer,
conforme estabelecido por Alexandrino e colaboradores (2007).

O cultivo foi efetuado em estufa microbiolégica (Nova Erika (Ethik Technogy).
Modelo: 402 — 5D) em temperatura de 28°C, por um periodo de 5 dias, em repouso, objetivando

o crescimento do fungo sobre os residuos agricolas, para posteriores ensaios.

4.4 Producao dos extratos brutos enzimaticos

Para a produgdo dos extratos brutos enzimaticos apds o periodo de 5 dias de cultivo,

fez-se a extracdo das enzimas produzidas em cada Erlenmeyer, utilizando 25 mL de uma
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soluco tampao acetato de s6dio 0,5 mol.L!, pH 5 e Tween 80 1% (v/v), utilizado para facilitar
a liberacdo das enzimas aderidas ao substrato. Apos a adi¢cdo das solugdes, todos Erlenmeyes
foram submetidos a homogeneiza¢cdo em uma mesa agitadora tipo shaker (Cientec. Modelo:
CT - 712) a temperatura ambiente, rotagdo de 100 rpm por 30 minutos. Em seguida, foi realizada
a filtracdo dos extratos em bomba a vacuo (Prismatec. Modelo: 131), utilizando funil de
Buchner com papel de filtro doméstico, obtendo assim 30 amostras totais que foram
classificadas de acordo com a Tabela 1. O extrato bruto filtrado (Ex), foi adicionado de uma
pequena quantidade de azida sodica 0,02% (m/v) para evitar a contaminagdo por
microrganismos e, entdo foram armazenados 4°C para serem utilizados como fonte de enzimas

em posteriores ensaios (Figura 3).

Figura 3 - Extratos brutos enzimaticos produzidos a partir do cultivo de fungo isolado em
residuos agricolas.

-

Fonte: proprio autor.

Tabela 1 - Classificacdo dos extratos brutos enzimaticos produzidos pelo isolado fingico,
cultivados em residuos agricolas.

CA RC EB RS RCL EBL
Al Cl1 EBI S1 CL1 EBLI
A2 C2 EB2 S2 CL2 EBL2
A3 C3 EB3 S3 CL3 EBL3
A4 C4 EB4 S4 CIL4 EBLA4
A5 C5 EBS S5 CL5 EBLS

CA - casca de arroz; RC - residuo do beneficiamento do café; EB - engago de bananeira; RS - residuo completo
da soja; RCL - residuo do beneficiamento do café lavado e EBL - engaco de bananeira lavado.
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Fonte: proprio autor.

4.5 Atividades enzimaticas: xilanase, pectinase, endogluconase (CM-celulase)

Os ensaios enzimaticos para xilanase, pectinase ¢ CM-celulase foram realizados pela
reacdo de 1 volume do filtrado de cada cultivo (25 pL) com 2 volumes das respectivas solugdes
de substratos (50 pL) a 1,0% (m/v): xilana de aveia, pectina, carboximetil-celulose (CM-
celulose) incubados a 50°C por 30 minutos em banho maria (Marca: Cientec. Modelo: CT -
245-28), conforme descrito por Filho et al. (1993).

Apbs o periodo de incubagdo, as reagdes foram interrompidas com a adi¢do de 150 pL
da solucgdo de acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) (m/v) [4cido 3,5-dinitro-salicilico 1,0%, NaOH
16% e tartarato de sodio e potassio (4H20) 30%, diluidos em 4gua destilada], sendo incubadas
novamente por 10 minutos em banho maria fervente. Logo apds, foi acrescentado 750 pL de

agua destilada, seguida de breve agitacao manual (Figura 4).

Figura 4- Tubos contendo os ensaios enzimdticos para: 3A- xilanase, 3B- pectinase e 3C- CM-
celulase.

Fonte: proprio autor.

A quantidade de acucar redutor (miligramas. Litro!) liberado em cada cultivo foi
quantificada pela leitura da absorbancia a 540 nm (MILLER, 1959), em espectrofotometro (
Gehaka. Modelo: UV - 340G). Curvas de calibracdo para D-xilose, acido D-galacturénico e D-
glicose foram preparadas para concentragdes finais de 0,2 a 1,2 mg.mL™". Uma unidade de
atividade enzimatica (UL mL™) foi definida como a quantidade de agticar redutor liberado na

unidade de tempo por mililitro (umol de agticar redutor.min™'.mL).
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4.6 Dosagem do acucar redutor total liberado

Pelo método de DNS (utilizado no item anterior) fez-se a quantificacdo de agucar
redutor total (Miller, 1959). Para isso, foi utilizado 75 pL do filtrado dos cultivos, adicionados
de 150 pL de solugdo de DNS e, posteriormente incubagdo da mistura de reagdo em agua
fervente por 10 minutos. Adicionou-se 750 pL de 4gua destilada apds a incubacdo, seguida de
breve agitagdo manual e leitura em espectrofotometro (Gehaka. Modelo: UV — 340G) a 540
nm. A concentragio de aglicar redutor total foi expressa em mg.mL! e foi utilizada a curva de

calibragdo do DNS para a D-glicose como referéncia.

4.7 Dosagem de proteinas totais

Ensaio para a determinacdo da concentragdo total de proteinas foi realizado de acordo
com o método descrito por Bradford (1976). A determinacao foi realizada pela mistura do
volume de 100 pL de amostra dos filtrados enzimaticos e 1,0 mL do reagente de Bradford [100
mg Coomassie Blue G-250, 50 mL de etanol 95% (v/v) e 100 mL de acido fosforico 85% (v/v)],
fazendo a incubacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Foram feitas em
espectrofotometro ( Gehaka. Modelo: UV — 340G) a leitura da absorbancia a 595 nm para essa
determinagdo. Os valores das absorbancias foram inseridos em grafico contra a curva de
calibragdo, variando de 0 a 100 ng/100uL, a partir de uma solugdo de albumina sérica bovina
(albumina bovina fragdo V, segundo cohn, grau padrio, INLAB Brasil) 10 mg.mL"! diluida em

NaCl 0,15 mol.L'!, utilizada como proteina de referéncia.

4.8 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica dos filtrados

A influéncia da temperatura nas atividades enzimaticas foi avaliada com ensaios das
amostras dos filtrados dos cultivos em seis diferentes temperaturas, sendo elas 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C e 80°C conforme estabelecido por Duarte, 2012. Posteriormente, o ensaio

enzimatico para cada atividade foi realizado conforme descrito no item 4.5.

4.9 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica dos filtrados

A verificagdo da influéncia do pH foi realizada através de ensaio das atividades
enzimaticas em diferentes pHs, a temperatura de 50°C, fazendo o uso de tampao acetato de

sodio, pH 4,5, fosfato de sodio, pH 6,5 e Tris-HCI, pH 8, todos a 100 mmol.L!' (Duarte, 2012).
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Posteriormente, os ensaios enzimaticos para cada atividade foram realizados utilizando 12,5 pLL
de cada extrato de enzima, 37,5 uL dos respectivos tampdes mencionados anteriormente e 25
uL de substrato [xilana, pectina e carboximetil-celulose (CM-celulose)], em seguida foram

feitos os mesmos procedimentos realizados conforme o item 4.5.

4.10 Atividade de hidrdlise com bagaco de cana-de-agticar

Ensaio preliminar de hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar foi realizada em
frascos Erlenmeyers de 25 mL contendo 2/3 de solucdo de substrato [4,5 mL de tampao acetato
de s6dio 0,1 mol.L"!, pH 4,5, 60,3 mg de material lignocelulésico (bagaco de cana-de-aglcar,
lavado em agua corrente e triturado em moinho de bancada) e 1,5 mL de agua destilada],
somado a 1/3 de solugdo de enzimas (extrato bruto do cultivo em RS), 3,0 mL, completando
um volume final de 9,0 mL. Uma pequena quantidade de azida sodica 0,2 mmol.L! foi
adicionada para evitar contaminagdo por micro-organismos. Os frascos foram fechados por
Parafilm, cobertos por papel aluminio. A mistura de reacao foi incubada a 50°C sob agitacdo
orbital de 120 rpm. Amostras de 300 pL foram retiradas periodicamente nos intervalos de 0,
12, 24, 36 ¢ 48 horas para serem utilizadas na quantificagdo de agucares redutores totais,

conforme descrito no item 4.5 (adaptado de TAVARES et al., 2013).

4.11 Analises estatisticas

Para verificar se houve diferencgas significativas entre as médias dos tratamentos
(substratos) e também se houve interagdo entre um fator (enzima) na presenga de outro fator
(temperatura e pH os quais os respectivos resultados sao demonstrados em tabela no Apéndice),
foi feita andlise de variancia, usando teste F com nivel de significancia de 5%. Quando as
interacdes foram significativas, seguiu-se com desdobramento para estudar o nivel de um fator
dentro do outro. Para os testes de média foi usado o teste de Scott-Knott ao nivel de significdncia
de 5%. Toda a andlise estatistica foi executada utilizando o programa R version 3.4.4 (2018-
03-15) - "Someone to Lean On" - Copyright (C) 2018 The R Foundation for Statistical
Computing.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Coleta, isolamento, manutenciio e analise morfologica das amostras fiingicas

Inicialmente, neste estudo buscou-se o isolamento de fungos anemofilicos por meio da
exposicdo de placa de Petri a atmosfera urbana central de Patos de Minas. Neste sentido, um
individuo fungico, identificado como “Morfoespécie Fungo Marrom” (MFM) mostrou-se
relevante visualmente, quanto a pigmentacdo do micélio-esporos e também pela separagdo

espacial de outras colonias de fungos também crescidas (Figura 5).

Figura 5 - Anverso da placa de Petri contendo meio BDA, onde foram visualizadas diversas
morfoespécies (fungos e bactérias), apds incubagdo a temperatura ambiente (~25°C) por 7 dias.
MFM foi marcado por um quadrado azul.

Fonte: proprio autor.

A partir dessa escolha, em meio BDA foi realizada a manutencao do isolado fungico
selecionado, o qual ndo possui uma identificagdo taxondomica adequada, sendo denominado

MFM, seguindo o protocolo no sub-item 4.1 (Figura 6).
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Figura 6— Placa de Petri colonizada com a MFM a partir do fungo selecionado na placa inicial.

Fonte: proprio autor.

Amostras retiradas do MFM levadas ao microscopio, puderam nos mostrar com maior
clareza estruturas presentes do fungo, tais como emaranhados de conidio e esporos (Figura 7 A
e B), as quais comparadas ao trabalho de Duarte 2013, apresentam morfologia semelhante a
outro fungo Aspergillus oryzae, também trabalhado por nosso grupo (Figura 8§ A e B) e
comparada a outros fungos mencionados por Siqueira (2010) (Aspergillus nidullans ou
Aspergillus oryzae ) (Figura 9 A, B, C e D), apontando assim, que o isolado MFM em estudo

possa pertence ao género Aspegillus.

Figura 7— Imagens microscépicas da amostra da MFM corada com: a) KOH 20% e b) Azul de
Metileno. Imagens obtidas em microscopio Leica ICC50 HD e software LEICA Application
Suite (LAS) EZ Version 3.3.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 8- Amostra de cultivo do fungo A. oryzae em meio sélido (A); estruturas como esporos
e conidios observadas em lamina microscopica (B), visualizada em microscépio de luz.

Fonte: Adaptado de Duarte (2013).

Figura 9— Imagens de grandes coldnias de fungos e de suas respectivas microscopias de luz e
eletronicas de varredura de: Aspergillus nidulans (A e B); Aspergillus oryzae (C e D).
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Fonte: Adaptado de Siqueira (2010).

5.2 Caracterizacao dos extratos brutos enzimaticos

O isolado fingico foi submetido a cultivo em residuos agricolas CA, RC, EB, RS, RCL,e
EBL, visando um ambiente “ideal” e a producdo de enzimas de degradacdo da biomassa
lignoceluldsica. Por meio de ensaios enzimaticos dirigidos a enzimas lignoceluloliticas, pode-
se identificar e quantificar a atividade de xilanases, pectinases e CM-celulases.

A partir dos diferentes residuos utilizados como fonte de carbono para a degradacao da
biomassa lignoceluldsica, foram obtidas amostras de extratos brutos (Ex) conforme apresentado
na Tabela 1, realizando posteriormente os ensaios estabelecidos para atividade de xilanases,

pectinases ¢ CM-celulases, cujos resultados estdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Atividades enzimaticas (xilanase, pectinase e CM-celulase) dos extratos brutos
obtidos apo6s cultivo do isolado MFM em residuos agricolas (CA - casca de arroz; RC - residuo
do beneficiamento do café; EB - engago de bananeira; RS - residuo completo da soja; RCL —
residuo do beneficiamento do café lavado e EBL — engaco de bananeira lavado), apds incubagao
por 5 dias a temperatura ambiente (~25°C.)
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com a Figura 10, ha indicios que o isolado MFM conseguiu, produzir enzimas
lignoceluldsicas em todos os residuos testados. Em termos de producdo de CM-celulase, a

atividade ndo foi tdo expressiva em nenhum dos residuos agricolas quanto as outras enzimas,
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com valor maximo de 0,262 ULmL"! em RS. Entre todos os residuos agricolas, MFM,
utilizando o RS como fonte de carbono, revelou a melhor produgdo para pectinase com valor
maximo de 1,237 ULmL™. Para a xilanase, MFM cultivado em EB, o valor alcancado foi de
1,106 ULmL"!'. Entretanto o melhor perfil de MFM para produgio as trés enzimas
lignoceluldsicas foi obtido com o RS, de acordo com a tabela 2.

Os residuos gerados a partir da colheita da soja tém composi¢ao quimica geral (50% de
celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina), a qual se oferece como um 6timo substrato
para crescer e desenvolver microrganismos que sao capazes de realizarem a bioconversao de
carboidratos mais complexos em menos complexos (CUNHA et al., 2016).

Em relagdo aos residuos do beneficiamento do caf¢ (RC e RCL), também houve
diferenca na produgdo enzimatica, principalmente para a atividade pectinase, cujos valores
foram de 0,206 = 0,113 ULmL"! e 0,847 + 0,081 UL.mL"!, respectivamente. Esses resultados
parecem indicar que durante o processo de lavagem, possivelmente, algum interferente (ainda
ndo identificado) foi removido e essa remogao proporcionou um aumento de cerca de 4x na
atividade pectinase. FAN et al. (2000) explicou que no residuo do beneficiamento do café como
a casca ¢ a folha possuem altas concentracdes de uma gama de nutrientes de natureza organica,
somado a presenga de elementos toxicos, tais como cafeina, polifenois e taninos.

A andlise de variancia revelou ocorrer interacdo significativa entre as atividades
enzimaticas produzidas por MFM e os respectivos residuos utilizados nos cultivos (P<0,05).
Como os tratamentos mostraram-se diferentes, foi feito o teste de Scott-Knott, com
significancia de 5% para verificar qual tratamento obteve maior média (Tabela 2). Segundo
essa analise, os residuos EB e RS induziram os maiores valores para a atividade xilanase,
correspondendo a 1,1054 ULmL"' e 1,0950 ULmL"!, respectivamente. Para a atividade
pectinase, MFM a melhor composi¢ao de indutores da atividade, no residuo RS, cujo valor foi
de 1,2372 ULmL!. Com referéncia a atividade CM-celulase, o teste de Scott-Knott afirmou,
também, o residuo RS como indutor de maior producdo para essa atividade, com valor de
0,2620 UL mL! (Tabela 2). Por apresentarem a mesma letra, o teste que valores iguais pode

indicar similaridade na composi¢do de constituintes indutores para essa atividade.

Tabela 2 - Estatistica aplicada as médias aritméticas das atividades enzimaticas produzidas por
MEB quando cultivado em diferentes residuos agricolas.

Médias das atividades enzimaticas

Residuos Agricolas (ULmL™)
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Xilanase Pectinase CM-celulase
CA 0.8658 b 0.0832d 0.0766 d
RC 0.6422 ¢ 0.2058 d 0.1490 b
EB 1.1054 a 0.4340 ¢ 0.0162 ¢
RS 1.0950 a 1.2372 a 0.2620 a
RCL 0.4886 d 0.8468 b 0.1160 ¢
EBL 0.8422 b 0.1458 d 0.0972 d

CA — Casca de arroz; RC — Residuo do beneficiamento do café; EB — Engago de bananeira; RS —
Residuo completo da soja; RCL — Residuo do beneficiamento do café lavado; EBL — Engago de
bananeira lavado. Médias seguidas de mesma letra sdo estatisticamente iguais, pelo teste de Scott-
Knott a 5%.

Fonte: Proprio autor.

5.3 Acucar redutor total e proteina total

Os extratos brutos de enzimas, os quais foram produzidos pelo MFM, foram
quantificados quanto ao teor de acticar redutor total (AR-total) para verificagdo se a presenca
de acucar redutor livre estaria envolvido na producao de enzimas. Conforme observado na
figura 11, os valores obtidos para o AR-total sdo maiores em no RC com valor maximo
alcangado 2,653 mg.mL"!, seguido pelo EB com valor maximo obtido de 2,628 mg.mL"".

Lipideos, compostos fenolicos e agticares livres em excesso sdo principais exemplos de
interferentes (ZAIA et al, 1998).

Estudos realizados mostram que o residuo de beneficiamento do café é rico em
compostos organicos (taninos, polifenois e cafeina), em nutrientes, e que seus extratos podem
exercerem boas atividades antioxidante (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003; MURTHY;
NAIDU, 2012).

Segundo Duran et al. (2017), a casca do café gerada apos o beneficiamento, representa
em média 12 % do peso total do grao, sendo constituida de 43% de celulose, 7% hemicelulose,
5% taninos, 2,5% acidos clorogénicos, 1% cafeina, 7 a 9,2% de proteinas e 5,4% de minerais,
entre outros componentes como lipidios, polifendis e acglcares redutores em concentragdes
diferentes dependendo do tipo de analise dos residuos.

Conforme apresentado na Figura 11, é observavel que o extrato obtido por MFM
cultivado em EB teve valores superiores de proteina total com cerca de 0,244 mg.mL™! seguido
do EB-RS que obteve o valor de 0,179 mg.mL".

O EB-RS, com a segundo maior teor de proteinas totais, pode referir-se as proteinas que

sdo produzidas pelos fungos ou a proteinas contidas no proprio residuo do beneficiamento da
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soja, tal que o mesmo pode conter partes da planta, incluindo graos, assim como descreveu
Bergamaschine et al. (1999).

Freitas (2006) apresenta a analise bromatologica de um residuo de soja (composto de
graos pequenos e quebrados, vargens, hastes e folhas) sendo composto por 85,1 % de matéria

seca, 33,3 % proteina bruta, 9,6 % carboidratos soluveis, 10,2 % hemicelulose, 15,1 % lignina.

Figura 11— Dosagem de proteina total (método de Bradford) e agucar redutor total (AR-total)
dos extratos brutos enzimadticos, produzido pelo isolado MFM durante o cultivo nos residuos
agricolas (casca de arroz, residuo completo da soja e residuo do beneficiamento do caf¢). As
quantificagdes foram expressas em mg.mL™".
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Fonte: Proprio autor.

5.4 Efeito da temperatura e do pH sobre as atividades enzimaticas

Apb6s os resultados obtidos anteriormente, identificando e quantificando as melhores
atividades enzimaticas produzidas pela MFM, o extrato enzimatico utilizando como fonte de
carbono o residuo RS indiciou-se mais promissor. Sendo assim, o Ex-RS foi submetido a
ensaios para caracterizagao de temperatura e pH, para obter as melhores condi¢des de catalise
mistura de enzimas produzidas por MFM, e posteriormente realizagdo de aplicagao
biotecnologica.

O Ex-RS, quando submetido a ensaios em diferentes temperaturas, teve sua melhor

atuacdo em 50°C para as atividade de xilanase e pectinase, correspondendo a 0,857 UL mL! e
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0,633 ULmL! respectivamente, e um intervalo de 30°C a 60°C para a atividade CM-celulase
correspondendo a um valor médio de 0,219 + 0,018 UL mL"! (Figura 12).

Carvalho (2011), mencionou que ao fazer o aumento da temperatura até determinado
ponto, haverd a promocdo da atividade enzimatica, contudo, ultrapassando a temperatura
limitante da agdo da enzima, fara que ocorra a desnaturacdo da mesma. Destaca-se também, a

desnaturacao por pHs muito acidos.

Figura 12 — Influéncia da temperatura nas atividades enzimaticas (xilanase,
pectinase e CM-celulase) presentes no extrato bruto enzimatico produzido por
MFM ap6s cultivo no residuo completo da soja (RS). Os ensaios enziméaticos
foram realizados conforme descrito.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme mostrado na Figura 13, o resultado para caracterizagdo de pH teve indicios
que as atividades enzimaticas testadas apresentaram maior expressividade em condi¢des de pH
acido. Para xilanase, as maiores atividades ocorreram em pHs 6,5 e 4, com valores de 0,744 +
0,038 ULmL" e 0,710 + 0,044 UL mL"!, respectivamente. Semelhante a atividade xilanase, as
melhores atividades para pectinase e CM-celulase foram quantificadas a pH 4, correspondendo
20,799 £ 0,057 ULmL™"! ¢ 0,358 + 0,040 UL mL"}, respectivamente (Figura 13). Juntamente ao
perfil das melhores atividades sendo bem caracterizado em condicdes acidas, a atividade
pectinase do residuo RS mostrou expressiva atividade em condi¢des alcalinas, mais

especificamente em pH 8, com valor de 0,607 + 0,045 ULmL™.
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Figura 13- Influéncia do pH na atividade das enzimas presentes no EB
enzimatico produzido por MEB apo6s cultivo no residuo casca de arroz. Os
ensaios enzimaticos foram realizados conforme item 3.5, ajustando dentro do
volume final de reagdo (75 pL), a inclusdo do volumen de 37,5 pL de cada
tampao testado: acetato de sddio (4,5), fosfato de sodio (6,5) e Tri-HCI (8,0),
todos a 0,1 mol.L"!. As demais etapas seguiram conforme descrito.
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Fonte: Proprio autor.

Corroborando com os resultados de caracterizagdo enzimatica parciais alcancados, Castro e
Pereira-Jr (2010), mostraram que celulases produzidas por fungos filamentosos (Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium e Humicola), demonstram valores 6timos de atividade em pH em
condigdes acidas, que variam na faixa de 3,6 a 5. Em estudo Marilia et al. (2010) mostraram
que diversas espécies de Aspergillus apresentaram as melhores atividades enzimaticas em pHs

acidos.

5.5 Hidrdlise Enzimatica

A partir dos ensaios de identificacdo e caracterizagdo parcial das atividades enziméticas
produzidas por MFM, buscou-se desenvolver uma metodologia para avaliar o potencial de
utilizacao do extrato bruto enzimatico do residuo RS em ensaios de hidrolise, tendo o bagago
de cana-de-acucar lavado em agua corrente como substrato. Para esse ensaio, ha indicios que
as condi¢des de melhor atividade enzimatica foram de 50°C e pH 4, conforme estabelecidas na

etapa de caracterizagdo enzimatica parcial. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 -. Representagdo dos valores de hidrolise do bagago de
cana-de-agucar “lavado” e “explodido a vapor”, representados
pela dosagem de agucar redutor total (AR-total), nos tempos de 0,
12, 24, 38 e 48 horas.

Tempo de Hidrolise AR-total Hidrolise
(horas) (mg.mL)* (%o)**
0 0,008 + 0,022 0,11
12 0,187 + 0,032 2,79
24 0,097 £ 0,025 1,45
36 0,155 +0,027 2,32
48 0,055+ 0,039 0,82

*As quantidades de agucar redutor total liberado foram estimados pelo método
de DNS conforme descrito no Item 4.6.

**A porcentagem de hidrolise foi obtida tomando como referéncia de 100% a
quantidade de biomassa utilizada no inicio do ensaio, relacionada a cada
quantificacio em mg.mL! obtida ao final de tempo de incubagio.

Fonte: Proprio autor.

Ao verificar os valores de AR-total obtidos na Tabela 3, observa-se que desde o tempo
0 de hidrolise, as enzimas produzidas pela MFM em RS, ja promoveram a liberacdo mesmo
que baixa, de 0,008 = 0,022 mg.mL"! de agticar redutor. No ensaio realizado para atividade de
hidrélise, infere-se que a maior atividade ocorreu no periodo de 12 horas, tendo como valor
0,187 + 0,032 mg.mL"! correspondendo a 2,79% de hidrdlise. Apos o periodo de 48 horas de
atividade, verifica-se um percentual total de 7,49%. Oegeda et al (2010) mencionaram que
normalmente, as hidrolises enzimaticas alcangam um rendimento de a¢ticar menor que 20%,
enquanto que quando utilizada etapas de pré-tratamentos, pode-se alcangar um rendimento
maior que 90%.

A composicdo do bagago de cana-de-acucar ¢ de 32-48% de celulose, 19-24% de
hemicelulose e 23-32% de lignina (BANERJEE; PANEY 2002). Com isso podemos inferir que,
a quantidade de lignina ¢ responsavel pela menor eficiéncia das enzimas produtoras de agucares
redutor total. Sun e Cheng (2002) mostraram que outros fatores podem interferir além da
lignina, como a presenca de fibras cristalinas na celulose, bem como a quantidade de
hemicelulose.

Uma alternativa a ser proposta antes da utilizacdo do bagaco de cana-de-agtcar, é
realizar pré-tratamentos que s3o representados por etapas quimicas, que se inclui pré-
tratamentos 4cidos, alcalinos e oxidativos (Ogeda et al., 2010). Conforme apresentado por Odisi
(2013), por meio de microscopia eletronica de varredura foi possivel visualizar que o pré-
tratamento do bagago de cana-de-agucar proporcionou o surgimento de alteragdes fisicas na

superficie do bagacgo, proporcionando um maior acesso para a enzima.
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6 CONCLUSAO

No trabalho proposto pode-se verificar a presenca de diferentes fungos na regiao central
de Patos de Minas, quando se exp0s apenas uma placa de Petri com meio BDA, para que fosse
escolhido um isolado, para dar continuidade ao trabalho. O isolado o qual foi denominado
MFM, se mostrou eficiente em seu crescimento ¢ desenvolvimento nos diversos residuos
agricolas, tendo o residuo completo da soja como melhor para produg¢do enzimatica (xilanase,
pectinase ¢ CM-celulase), destacando-se para producao de xilanase.

Indicios apontam que as melhores condi¢des de atividades para xilanase foi a 50°C e pH
4,0. Com essa verificacdo de melhor eficiéncia foi feita a aplicagdo enzimatica para hidrélise
do bagaco de cana-de-aglicar com a xilanase, controlando pH e temperatura para a enzima
apresentasse melhor desempenho. Contudo, mesmo existindo atividade de hidrolise, a mesma

mostrou-se com baixa eficiéncia.
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APENDICES

Tabelas para as analises estatisticas de temperatura e pH.
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Para verificar se houve diferenga entre os substratos dentro dos diferentes Temperaturas, foi

feita andlise de variancia. Pelo teste F a 5%, verificou-se que houve diferenca entre os

tratamentos e entre as Temperaturas. Houve diferenga também na interagcdo substrato dentro

das diferentes temperaturas.

Tratamento dentro das diferentes Temperaturas

30° 40° 50° 60° 70° 80°
Substratos Médias
CMC 0.2460 b 0.2094 b 0.2182 ¢ 0.2008b  0.1422a 0.0752b
Pectina 0.4056 a 0.5560 a 0.6336 b 0.4416 a 0.0824b  0.0772b
Xilana 0.4286 a 0.5044 a 0.8572 a 0.4596 a 0.1820a  0.1688a

Médias seguidas de mesma letra sdo estatisticamente iguais, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Para verificar se houve diferenca entre os substratos dentro dos diferentes niveis de pH,

foi feita andlise de variancia. Pelo teste F a 5%, verificou-se que houve diferenga entre os

tratamentos e entre os niveis de pH. Houve diferenga também na interagdo substrato dentro de

cada nivel de pH. Como as iteracdes foram significativas, foi feito o desdobramento para

estudar os efeitos dos substratos dentro de pH e Temperaturas. Os resultados estao a seguir.

Tratamento dentro dos diferentes niveis de pH

4.5 6.5 8
Substratos Meédias
CMC 0.3582 ¢ 0.1708 c 0.1194 ¢
Pectina 0.7986 a 0.4286 b 0.6068 a
Xilana 0.7098 b 0.7442 a 0.4600 b

Meédias seguidas de mesma letra s3o estatisticamente iguais, pelo teste de Scott-Knott a 5%.



