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RESUMO

As inumeras discussfes no que diz respeito a importancia da sustentabilidade
nas atividades produtivas e as preocupacdes com os problemas relacionados a
geracao de residuos agroindustriais tem merecido destaque, uma vez que, se
torna cada vez mais necessaria a adocao de alternativas que substituam o uso
de combustiveis fosseis. Deste modo os materiais lignocelulésico, recurso bio-
renovavel mais abundante na natureza, de baixo custo, compostos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina se apresentam como
alternativa promissora na obtencdo de acucares fermentaveis para producao
de biocombustiveis e de macromoléculas, como enzimas hidroliticas. Nesse
contexto o presente estudo teve como objetivo a producédo, o isolamento, a
identificacdo das celulases produzidas por Coleosporium plumeriae. Esse
fungo filamentoso foi isolado em meio de cultura batata-dextrose-agar a partir
dos esporos. O perfil de producéo enzimatica de celulases por fermentacdo em
estado sélido (FES) foi avaliado em diferentes meios de cultura, o bagaco da
cana, farelo de trigo e pé de madeira em estufa bacteriolégica em temperatura
de 27,5°C. A partir do meio farelo de trigo, 0 meio com maior producao
enzimatica, 220,76 U/g, se produziu um extrato bruto para se iniciar a
purificacdo da celulase. A enzima foi completamente isolada por uma
precipitacdo utilizando etanol, tendo sua maior recuperacao na fracao 80-100%
de etanol e seguida por uma cromatografia de exclusdo molecular. A
purificacéo da celulase foi confirmada através de um gel de poliacrilamida 12%
corado com prata, onde se evidencia uma U(nica banda nas fracOes
cromatograficas 18 e 20. O estudo demonstrou a viabilidade na producao de
celulase utilizando meios de baixo custo (oriundos de residuos agroindustriais)
e o0 isolamento inédito de uma celulase produzida pelo Coleosporium

plumeriae.

Palavras-chave: isolamento, enzima, fungo filamentoso.




ABSTRACT

The countless discussions regarding the importance of sustainability in
productive activities and concerns about the problems related to the generation
of agro-industrial residues have been highlighted, since it becomes increasingly
necessary to adopt alternatives to replace the use of fuel fossils. Thus,
lignocellulosic materials, the most abundant bio-renewable resource in nature,
with low cost, mainly composed of cellulose, hemicellulose and lignin, present
themselves as a promising alternative in obtaining fermentable sugars for the
production of biofuels and macromolecules, such as hydrolytic enzymes. In this
context, the present study aimed to produce, isolate and identify cellulases
produced by Coleosporium plumeriae. This filamentous fungus was isolated on
potato-dextrose-agar culture medium from the spores. The enzymatic
production profile of cellulases by solid state fermentation (FES) was evaluated
in different culture media, sugarcane bagasse, wheat bran and wood powder in
a bacteriological oven at a temperature of 27.5°C. From the wheat bran
medium, the medium with the highest enzyme production, 220.76 U/g, a crude
extract was produced to begin cellulase purification. The enzyme was
completely isolated by a precipitation using ethanol, having its highest recovery
in the 80-100% ethanol fraction and followed by a size exclusion
chromatography. The purification of cellulase was confirmed using a 12% silver-
stained polyacrylamide gel, which shows a single band in chromatographic
fractions 18 and 20. The study demonstrated the feasibility of producing
cellulase using low-cost media (from agro-industrial residues) and the

unprecedented isolation of a cellulase produced by Coleosporium plumeriae..

Keywords:_isolation, enzyme, filamentous fungus.
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1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira tem se consolidado como o grande vetor de
desenvolvimento do pais. Essa grande producdo gera consequentemente um
guantitativo de residuos que por sua vez sdo responsaveis por uma parcela da
poluicdo e degradacdo do meio ambiente. Nos ultimos anos, tem crescido o
interesse pela utilizacdo de residuos agricolas como meios de cultura
alternativos e na producdo de biocombustiveis. Anualmente 180 bilhdes de
toneladas de celulose sdo sintetizadas por plantas vasculares e por isso séo
responsaveis pelo maior reservatério de carbono organico do planeta
(FESTUCCI-BUSELLI, 2007).

Basicamente, esses residuos sdo constituidos de compostos
lignocelulésicos, os quais Sdo 0s recursos renovaveis mais abundantes na
natureza, sendo esses constituidos majoritariamente de celulose, hemicelulose
e lignina (CASTRO; PEREIRA, 2010). Nesse sentido, as pesquisas com
bioprocessos crescem exponencialmente e o foco da maioria delas é a
producdo compostos com alto valor agregado a partir dos subprodutos
agroindustriais (COUTO e SANROMAN, 2006; SOCCOL e VANDENBERGHE,
2003).

O alto custo da producdo das enzimas limita a utilizacdo das mesmas
em escala industrial (AHAMED; VERMETTE, 2008; SOHAIL et al., 2009). A
fonte de carbono utilizada no cultivo dos micro-organismos € apontada como
um dos fatores que mais influenciam no rendimento e afetam o custo de
producdo enzimatica (BEG et al.,, 2000, SENTHILKUMAR et al., 2005). Os
residuos agricolas sdo 6timas fontes de carbono, ideal para o crescimento
fungico, isso acontece devido a secrecdo de enzimas lignoceluloliticas pelas
hifas que por sua vez hidrolisam o substrato e fornecem os acucares
necessarios para a sustentacdo do crescimento microbiano (ELISASHVILI et
al., 2008).

Para que seja ideal o substrato lignocelulésico deve ser barato, de facil
processamento, de grande disponibilidade e, sua composicdo deve ser
adequada tanto para a hidrélise quanto para a produgdo das enzimas
celuloliticas (JUHASZ et al., 2005).
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Varios estudos evidenciam o uso de residuos florestais e agricolas para
utilizacdo como meio de cultivo para a obtencdo de enzimas que podem ser
utilizadas em importantes bioprocessos industriais (ROMERO et al., 1999;
WANG; YANG, 2007). Residuos ou subprodutos agroindustriais como, farelo
de trigo, palha, sabugo e talos de milho, polpa de frutas, residuos de
tubérculos, cascas de sementes e farelos residuais da obtencdo de Oleos,
podem ser explorados por meio de fermentacdo em estado sélido (FES) ou
fermentacdo submersa (FSm) para producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas por serem uma fonte de carbono e de diversos nutrientes
essenciais para o crescimento microbiano como fdsforo, nitrogénio e potéssio
(DOGARIS et al., 2009; OGEL et al., 2001).

No Brasil a agroindustria de milho, cana de agucar, arroz, mandioca,
trigo, citrus, coco e gramineas, geram coletivamente 597 milhdes de toneladas
de residuos por ano (FERREIRA-LEITAO et al, 2010).

O ideal seria 0 uso desses recursos renovaveis para a producao
sustentavel via cultivo microbiano de produtos quimicos. Caso essa biomassa
nao seja utilizada na geracdo de produtos de alto valor agregado, ela
permanecera no fluxo de residuos, necessitando de tratamentos caros ou
eliminada de forma inadequada (WANG; YANG, 2007). Dessa forma, a
utilizacdo desses residuos como substratos para a producdo de enzimas
através de FES e FSm tem se mostrado uma 6tima escolha, uma vez que, se
agrega valor aos residuos e se produz macromoléculas de interesse
tecnoldgico.

Dentre as enzimas produzidas por FES destacam-se os estudos com a
celulases, que esta classificada com o EC 3.2.1.4, possui como nome
sistematico, segundo a IUBMB -International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, 1,4- B-D-glucana-4-glucano-hidrolase. E a enzima do
complexo celulolitico  responsavel por iniciar a  hidrolise de
homopolissacarideos de glicose. Sao eles: a endoglicanase (1,4-b-D-glucana-
4-gucano-hidrolase, EC-3.2.1.4), a celobio-hidrolase (1,4-b-Dglucanacelobio-
hidrolase, EC-3.2.1.91) e a b-glicosidase (b-D-glicosideo glucohidrolase, EC-
3.2.1.21).

A celulase hidrolisa as regides internas da estrutura amorfa da fibra

celuldsica, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo (GP)
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e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor e outro ndo redutor
(ZANDONA, 2001). As celulases tém ganhado muito destaque devido sua
versatilidade em aplicagbes na hidrolise de residuos agricolas visando a
liberag&o da glicose contida na celulose (OLSSON et al., 2003).

Sao disponibilizadas na industria de papel para branqueamento da polpa
de celulose, na industria téxtil produzindo a aparéncia “lavada” de jeans e
tornando tecidos mais lisos e macios, e na industria de alimentos, na producéo
de sucos de frutas, liquefazendo o tecido vegetal e permitindo a extracdo de
pigmentos do fruto, entre outros (MUSSATTO et al., 2010).

Atualmente, a principal aplicacdo dessas enzimas € na desconstrucado
da celulose para liberar produtos fermentaveis, gerando o etanol de segunda
geracdo (AGONTINHO, 2014; HIMMEL et al., 1999).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos agroindustriais

7z

A producdo agroindustrial € uma das mais importantes atividades
socioeconémicas humanas, uma vez que visa a producao de alimentos, fibras
e bioenergia. Mais recentemente a passou também a prover matérias-primas
diversas para producdo de novos bioprodutos e bioinsumos, naquilo que se
convencionou chamar de economia circular ou bioeconomia. 1ISso somente foi
possivel pelo constante avanco cientifico-tecnologico que permitiu o
desenvolvimento de novas biomassas assim como de novos processos
industriais para aproveitamento de culturas dedicadas e também daquilo que
outrora era chamado de residuo. (VAZ JUNIOR. S. 2020).

Para se ter uma ideia da dimensdo de tal atividade, dados recentes
estimam que a producédo agricola mundial seja da ordem de 7,26 Gt, e que o
volume de residuos secos de biomassa vegetal atinja o0 equivalente a 140 Gt
(TRIPATHI, N et al. 2019). Essa enorme quantidade de residuos, pode ser um

grave problema ambiental.

A biomassa agricola (dedicada ou residual) é atualmente aproveitada
como matéria-prima para producdo de novos produtos como biocombustiveis,
bioenergia, biopolimeros, biomateriais, produtos quimicos, farmacéuticos,
cosméticos e produtos de higiene, além de agroquimicos como biofertilizantes
e biopesticidas, sob a oOtica da bioeconomia, gerando iniumeros beneficios

socioeconémicos e ambientais a nossa sociedade (VAZ JUNIOR. S. 2020).

Aproximadamente 60% da biomassa vegetal € composta por materiais
lignocelulésicos. Eles podem ser divididos em seis grupos principais: residuos
de colheitas (bagaco de cana, palha de milho etc.), madeira de lei (4lamo
alpino e alamo), madeira de conifera (pinheiro e abeto), residuos celulésicos
(lodo de papel e papel reciclado, jornais etc.), biomassas herbaceas (feno de
alfafa, canico-malhado etc.) e residuos sélidos municipais (CARDONA et al.
2010).
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Esses materiais sdo compostos por polissacarideos, celulose (40%-
60%) e hemicelulose (20%-40%), associadas a uma estrutura macromolecular
gue contém substancias arométicas chamada lignina (15%-25%) (PEREIRA Jr.
et al., 2008).

7

O principal componente dos materiais lignocelulésicos é a celulose,
polissacarideo formado por moléculas de glicose unidas através de ligacdes B-
1,4-glicosidicas. Cadeias de celulose séo estabilizadas e ligadas entre si por
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares, formando as fibrilas elementares,
gue contém cerca de 36 cadeias justapostas e apresentam 3 nm a 4 nm de
largura. Essas fibrilas sdo unidas umas as outras através da hemicelulose, o
segundo mais abundante componente da lignocelulose, que ¢é um
polissacarideo amorfo, composto por varios agucares de cinco e seis carbonos,
como arabinose, galactose, glicose, manose e xilose, além de desoxiacucares
e acidos urbnicos. Essas estruturas sao cobertas pela lignina, um polimero
aromatico formado por trés estruturas basicas fendlicas, o alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e o alcool sinapilico e seus derivados (DELMER D.P, AMOR
Y. 1995).

A figura 1 apresenta um esquema dos principais constituintes dos

materiais lignocelulésicos.

Figura 1. Esquema da celulose, hemicelulose e lignina na parede celular das

plantas.
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Fonte: ANGARITA MARTINEZ, J.D. 2014.

Cada uma das por¢des dos materiais lignocelulésicos pode ser utilizada
com uma finalidade, por exemplo, as porc¢des celuldsicas e hemicelulésicas da
biomassa podem ser hidrolisadas a varios aclUcares e entdo fermentadas. As
ligninas, por sua vez, podem ser degradadas a fragbes de massas molares
menores, sendo utilizadas em varios processos quimicos, como na fabricacdo
de espumas de poliuretanos, resinas fendlicas e epdéxi, na producao de fenol e
etileno, e podem ser convertidas em fibras de carbono (LORA, J.S, GLASSER,
W.G. 2002 ; KADLA, J.K et al. 2002.)

2.2 Fermentacdo em estado sélido

A fermentacdo em estado soélido (FES) é definida como o crescimento de
micro-organismos em substratos solidos, na auséncia de agua livre
(RAHARDJO et al., 2006).

A técnica tem se mostrado vantajosa, pois, além de simular o habitat
natural de fungos selvagens (HOLKER et al., 2005, CASTRO et al., 2015;
HANSEN et al., 2015), apresenta maior produtividade dos extratos enzimaticos,
menor susceptibilidade a inibicho e maior estabilidade das enzimas as
variagdes de temperatura e pH (SINGHANIA et al.,, 2010, RODRIGUEZ
ZUNIGA et al., 2011).

No entanto, a FES também requer, como qualquer processo
biotecnolégico, controles sobre o crescimento microbiano e condicbes de
cultivo. Algumas condi¢des biolégicas, fisico-quimicas e ambientais podem
afetar diretamente o processo de FES e isso também vai depender do tipo de
substrato e micro-organismo utilizados. Tempo de fermentacédo, temperatura,
pH, umidade, atividade de agua, substratos e fatores nutricionais sao algumas
das condicbes envolvidas nesse processo e determinantes para alcancar uma
boa producéo de enzimas (KRISHNA, 2005).

H& muito tempo a FES tem sido utilizada para a producéo de celulases e
outras enzimas ou bioprodutos (SAQIB et al., 2012). A producéo de celulases
foi estudada em muitos fungos filamentosos, particularmente nos grupos
Trichoderma, Aspergillus, Fusariumn e Penicillium (CHELLAPANDI, 2008).
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O nivel das enzimas produzidas por essas culturas € maior do que o0s
obtidos com leveduras e bactérias. Durante a FES os residuos de origem agro-
industrial sdo utilizados como substratos, os quais se comportam como fonte
de carbono, nitrogénio e nutrientes que sao importantes para o0
desenvolvimento dos micro-organismos que realizam a fermentagdo (LI e
ZONG, 2010;KIRAN et al., 2014).

Nos processos biotecnoldgicos, as matérias-primas naturais, ou
residuos reciclaveis como lignina, farelo, farinha de trigo, farinha de arroz,
algodédo, extrato de levedura, p6 de soja, melaco de beterraba, amido e
celulose sdo amplamente utilizados como substrato (ALJAMMAS et al., 2017).
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2.3Coleosporium plumeriae e seu hospedeiro

As ferrugens de plantas sdo doencas causadas por fungos
fitopatogénicos da ordem Pucciniales. E um grupo monofilético, classificado no
filo Basidiomycota e classe Pucciniomycetes como descrito na Tabela 1. As
espécies de ferrugens apresentam os ciclos de vida complexos, podendo
apresentar até seis tipos de esporos diferentes (AIME et al. 2006).

Sao parasitas que apresentam alta especificidade de hospedeiros,
sendo capazes de infectar um grande numero de plantas vasculares, cultivadas
ou silvestres (CUMMINS & HIRATSUKA 2003).

Este grupo de fungos constitui uma das maiores ordens do reino Fungi,
com cerca de 8.000 espécies descritas. Para o Brasil sdo conhecidas cerca de
750 espécies de Pucciniales.(CUMMINS & HIRATSUKA 2003).

Tabela 1. Taxonomia do Fungo Coleosporium plumeriae.

TAXONOMIA DO Coleosporium plumeriae

Reino Fungi

Filo Basidiomycota
Classe Pucciniomycetes
Ordem Pucciniales
Familia Coleosporiaceae
Género Coleosporium
Espécie C. plumeriae
Sub espécie C. plumeriae

Fonte: Autora, 2021.

A espécie Coleosporium plumeriae € conhecida por causar a doenca da
ferrugem em plantas da espécie Plumeria spp, que € mais conhecida como

jasmim manga, € um fungo filamentoso. A planta é originaria da América
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tropical, muito utilizada para ornamentar parques, pragas e jardins (LORENZI e
MOREIRA, 2008).

As espécies e hibridos variam quanto ao porte da arvore, compacidade,
ramificagao, formato da folha, deciduidade, tamanho e cor das flores. As folhas
séo geralmente de cor verde brilhante, comumente ovaladas, variando de 5 a
10 cm de largura e 20 a 30 cm de comprimento. As flores s&o tubulares,
ampliando em um “cata-vento” de cinco pétalas com 5 a 7 cm de diametro,
podendo ser branca, vermelha, amarela, rosa ou cores variadas. (CRILEY,
2005).

Ha poucos relatos da ocorréncia de doencas associadas a Plumeria
spp., no entanto, o fungo Coleosporium plumeriae Patoillard € relatado
causando ferrugem em plantas desse género em varios paises. A ferrugem do
jasmim-manga foi registrada pela primeira vez em Plumeria alba na ilha de
Guadalupe em 1902 e mais tarde disseminou-se para a América Central. Pelo
menos oito espécies e / ou forma de plumeria sdo suscetiveis a C. plumeriae:
P. alba, P. clusioides, P. rubra, P. obtusa, P. pudica, P. acuminata, P. acutifolia
e P. variegata. A maioria das infeccbes € causada por urediniésporos
transportados pelo vento que grudam em folhas umidas em condi¢cdes umidas
ou Umidas. Os esporos germinam nas folhas, penetram na superficie e
crescem como hifas fungicas que infectam células dentro da folha. O patdégeno
sobrevive em folhas infectadas e folhas detritos. (NELSON, 2009)

2.4Celulases

As enzimas do complexo celulolitico, ou celulases, sdo hidrolases que
clivam ligacBes O-glicosidicas, sendo classificadas pela Enzyme
Comission com a codificacdo 3.2.1.x, onde o valor de x varia com a celulase
avaliada (HENRISSAT, B. A).

A classificacdo das celulases, de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celuldsico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG),
gue clivam ligacOes internas da fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que
atuam na regido externa da celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam

oligossacarideos soluveis em glicose (LYND et al., 2002).
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As celulases quando atuam conjuntamente, apresentam um rendimento
melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam

isoladamente umas das outras.

O efeito € conhecido como sinergia. Sao conhecidas pelo menos trés
formas de sinergia entre as celulases (LYND et al., 2002): sinergia EnG-EXG -
a endoglucanase, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais
redutores e ndo redutores para atuacédo de CBH | e CBH II, respectivamente;
sinergia ExG-EXG - as CBH | e CBH Il atuam simultaneamente na hidrélise dos
terminais redutores e ndo redutores liberados por acdo da endoglucanase;
sinergias ExG-BG e EnG-BG - como seus produtos de hidrdlise, a celobio-
hidrolase e a endoglucanase liberam celobiose e oligossacarideos,

respectivamente, que sao substratos para a B-glicosidase BHAT et al., 1997).

A Figura 2 ilustra a agao sinérgica entre exoglucanases, endoglucanase

e B-glicosidase na hidrdlise da fibra celulésica.

Figura 2. Modo de acdo das enzimas do complexo celulolitico.
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Fonte: CASTRO; PEREIRA, 2010.

2.4.1 Endoglucanases

A Endo-1,4-B-glucanase, chamada de modo simples endoglucanase,
quebra aleatoriamente ligagdes intermoleculares B-1,4-glucosidica na parte

interna da cadeia de celulose. A acao das endoglucanases sao normalmente
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avaliadas pela reducdo de viscosidade na solugcédo de carboximetilcelulose
(CMC). A Endoglucanase, que esté classificada com o EC 3.2.1.4, possui como
nome sistematico, segundo a International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB), 1,4-B-D-glucana-4-glucanohidrolase. E a enzima do complexo
celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise da molécula de celulose. Tal
enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da
fibra celulésica, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizagao
(GP) e, consequentemente, novos terminais, sendo um redutor (quando a
glicose possui uma hidroxila heterosidica livre) e um néo redutor (quando a
hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de ligacdo com a
glicose adjacente) (LYND et al., 2002).

2.4.2 Aplicagdes biotecnoldgicas das endoglucanases

As enzimas sdo usadas para catalisar reacOes de varios processos em
muitos setores industriais, como téxteis, papel, produtos farmacéuticos,
alimentos e racdo animal. Mais de 500 enzimas diferentes sao aplicadas em
mais de 50 processos biotecnoldgicos (ADRIO; DEMAIN, 2014).

A producédo de celulases em escala industrial comecou em meados da
década de 80, visando sua aplicacdo como um aditivo para racdo animal, de
forma a aumentar a digestibilidade de ra¢gdes por ruminantes e monogastricos.
Em seguida, essas enzimas comecaram a ser utilizadas como um insumo para
a industria de alimentos, cujo objetivo era de melhorar propriedades sensoriais
de massas. Nesse setor, as celulases também comecaram a atuar no
processamento de bebidas, promovendo a clarificacdo de sucos de frutas e
vinhos e a manutencdo de uma reologia estavel do produto final.
Posteriormente, as enzimas celuloliticas comecaram a ser utilizadas em larga
escala nas seguintes industrias: téxtil, nos entdo implementados processos de
biopolimento (desfibrilacdo de tecidos como algodao, linho, 1& e viscose) e
bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel, para
a modificacdo controlada de propriedades mecanicas da polpa e liberacdo de
tintas da superficie das fibras a ser recicladas; e em lavanderia, de forma a

aumentar o brilho, a remogédo de sujeiras e a maciez dos tecidos, além de
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amenizar o desgaste das pecas, notado pela formacdo de fiapos e pelotas
apos sucessivas lavagens. (ZHOU et at. 2001; COELHO et al. 2008).

J& na década de 90, as celulases, juntamente com as hemicelulases,
representavam mais de 20% do mercado mundial de enzimas (BHAT, M. K.
2000).

No cenario nacional, em 2008, apenas considerando-se importacdes e
exportacdes brasileiras, as celulases movimentaram um montante de USD 1,35
milhdo. Uma das mais emergentes aplicacbes das enzimas do complexo
celulolitico atualmente é a hidrélise de biomassas para a obtencdo de uma
imensa gama de produtos, que abrange desde biocombustiveis até polimeros,
sendo o etanol uma das moléculas de maior interesse. Tais tecnologias se
enquadram no conceito de biorrefinarias celulésicas, as quais visam o
aproveitamento integral e integrado dos residuos agroindustriais gerados em
uma determinada cadeia produtiva, de modo a agregar valor a mesma.
(CASTRO; PEREIRA, 2010).

A sacarificacdo da celulose pode ser conduzida de duas formas
principais: por tratamento quimico (utilizando-se acido diluido ou concentrado)

ou por rota enzimatica, utilizando-se as celulases (OLOFSSON et al. 2008).

A utilizacdo de celulases na hidrdlise da celulose ocorre em condicdes
mais brandas de pressao, temperatura e pH do que 0s processos quimicos, e
exibe elevada especificidade, eliminando a chance de ocorréncia de
substancias toxicas (furfurais e derivados de lignina) as células microbianas
gue serao utilizadas para fermentacdo do meio hidrolisado. Na rota enzimatica,
embora o custo de producdo dos biocatalisadores ainda seja alto, séo
detectados pontos de economia no processo, tanto do ponto de vista
energético, como metallrgico, visto que o0s equipamentos podem ser

confeccionados com materiais menos nobres (BADGER, P. C., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Este trabalho tem como objetivo produzir, identificar, e isolar as
celulases produzidas pelo fungo filamentoso C.plumeriae., utilizando-se meios

de baixo custo.

3.2.0bjetivos especificos

- Isolar o fungo Coleosporium plumeriae;

- Produzir a enzima através de FES utilizando os residuos agroindustriais:
farelo de trigo, bagaco de cana e p6 de madeira e o fungo C. plumeriae;

- Realizar fracionamento proteico do extrato bruto;

- Isolar a enzima da cromatografia de gel filtrac&o.
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4. METODOLOGIA

4.1.Microrganismo

O micro-organismo utilizado nesse estudo foi isolado do jasmim-manga
(Plumeria spp.), através da raspagem da folha infectada. Um p6 de cor
amarelo-alaranjado (caracteristico de plantas infectadas por fungos da
ferrugem), foi depositado em uma placa de Petri contendo 20 mL do meio de
cultura batata-dextrose-agar.

O fungo foi isolado e repicado por mais trés vezes para obtencéo de
uma solucdo de esporos e posterior andlise de capacidade de crescimento e

producéo de celulases em residuos agroindustriais
4.2.Preparo do in6culo

ApOs o preparo da suspensao de esporos foi realizado utilizando-se o
microorganismo cultivado em meio BDA, por 10 dias a £ 27,5 °C. Ap0s o
periodo de incubacédo, a cultura esporulada foi submetida a uma raspagem com
auxilio alcas de platina utilizando agua destilada, ambos previamente
esterilizados em autoclave vertical a 121 °C por 15 minutos. A suspensao foi
coletada em frasco de vidro e uma aliquota de 1 mL foi tomada e diluida em
tubo de ensaio para a contagem do numero de esporos em microscopio

binocular utilizando camara de Neubauer.

4.3.Fermentacdo em estado Solido e determinacédo do tempo 6timo de

producao de celulase

O estudo foi conduzido em erlenmeyers de 250 mL, contendo 5 g de
residuos agroindustriais (p6é de madeira, bagaco da cana e farelo de trigo) e
107 esporos/mL de solucéo de esporos. Os erlenmeyers foram incubados em
uma estufa bacteriolégica a 27.5°C. A atividade celulase foi aferida a cada 24

horas de cultivo.
4.4.Preparo do Extrato Bruto Proteico

O extrato bruto proteico para cada residuo foi preparado apds o tempo

de FES, adicionando 40 mL de tampé&o acetado de s6dio 100 mM pH 5 ao
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erlenmeyer contendo o residuo agroindustrial com o fungo, agitando por 5

minutos, centrifugando por 10 minutos a 15000 xg e coletando o sobrenadante.
4.5.Preparo da curva padrao de glicose e célculos de atividade

Foi preparada uma solucdo de glicose 1g/L, pesando-se em um bécker
0,1g de glicose e diluindo em cerca de 60 mL de agua destilada. Transferiu-se
a solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL, e o volume foi completado
com &gua destilada. Homogeneizou-se o frasco. Utilizando esta solucao
padrdo, realizaram-se diluicées, conforme tabela 2, para se obter diferentes

concentragdes da amostra.

Tabela 2. Dilui¢cdes para preparo da curva padréo de glicose.

Tubo _ Solucgéo de Volume de H,O DNS
glicose 1g/L (mL) (mL) (mL)

1 0 1 0,5
2 0,001 0,999 0,5
3 0,005 0,995 0,5
4 0,010 0,990 0,5
5 0,020 0,980 0,5
6 0,025 0,975 0,5
7 0,050 0,950 0,5
8 0,100 0,900 0,5
9 0,200 0,800 0,5
10 0,300 0,700 0,5
11 0,400 0,600 0,5
12 0,600 0,400 0,5
13 0,800 0,200 0,5
14 0,900 0,100 0,5
15 1 0 0,5

Fonte: Autora, 2021.
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Os tubos contendo a mistura reacional foram aquecidos durante 10 min
em banho-maria em agua fervente (x 100 °C), apoOs este tempo eles foram
rapidamente resfriados em &gua gelada e adicionados de 3,5 mL de &gua
destilada completando um volume final de 5 mL. Apds homogeneizacéo, as
leituras das respectivas absorbancias foram determinadas em

espectrofotometro a 540 nm.

A partir da curva padréo de glicose foi possivel determinar a quantidade
de acucar redutor (AR) glicose, para cada valor de absorbancia obtido. O

calculo de atividade em U/mL foi feito através da equacéo 1:

u AR VT
mL (0,18 X VE X TH

)

Onde:

AR= Acucares redutores (glicose) produzidos na hidrolise (mg/mL);
VT= Volume total utilizado na hidrdlise (mL);

VE= Volume apenas do extrato enzimatico (mL);

TH= Tempo de hidrolise (minutos);

0,18 =1umol de glicose (mg).

O calculo para converter atividade em U/mL para atividade em U/g foi

realizado através da equacéao 2:

Onde:
Vex= Volume de tampé&o utilizado na extracdo da FES (mL);

P = Peso do residuo utilizado na FES (g)
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4.6.Dosagem de acuUcares redutores

A atividade da enzima celulase foi determinada por meio da dosagem
dos acucares redutores produzidos na degradacdo enzimatica da
carboximetilcelulose a 2% p/v diluido em solucdo tampao de acetato de sodio
100 mM pH 5, a mistura contendo enzima, substrato e tampéo foi incubada a
50°C por 60 minutos, posteriormente foi adicionada a mistura o0 reagente
dinitrosalicilico. Essa mistura foi levada a um banho fervente a 100°C por 10
minutos. Apés sair do banho a 100°C a mistura reacional foi resfriada e foi
adicionado agua destilada. Sua quantificacéo foi feita por meio do método do
acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller,1959).

4.7.Precipitagao de proteina utilizando solvente organico

Foi feito um fracionamento do extrato bruto proteico (EBP) utilizando
etanol como solvente organico. Foram feitos cinco ciclos de precipitacédo
proteica, 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-100% de etanol em solucéo
tampéo de acetato de sodio 100mM pH 5. Ap6s cada adicdo de etanol para a
faixa desejada houve uma centrifugacdo por 15 minutos a 4°C em velocidades
de 15000 xg. Antes dos ciclos de centrifugacdo, a solucdo permaneceu em
repouso na geladeira por uma hora para proceder com a retirada do
sobrenadante. O precipitado ao fundo dos tubos no fim de cada ciclo foi
coletado e ressuspendido em 1 mL de tampao de acetato de sédio 100 mM pH

5. Depois da ressuspensao, foi realizado o outro ciclo de precipitacéo.
4.8.Sephacryl S-100

A Cromatografia de gel filtracdo da fracdo etandlica foi realizada por um
aparelho AKTA Pure M1(GE). A resina utilizada para o empacotamento da
coluna foi Sephacryl S-100 (67x0,9). A cromatografia foi desenvolvida a
temperatura ambiente (28+3°C) com fluxo de 0,1 mL/min com coleta de fracdes
de 2 mL. O tampéao utilizado foi o acetato de sédio (100 mM pH 5 + 0,5M de
NacCl).
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4.9.Espectrofotometria UV - Visivel.

Ao final da corrida e coleta das fracdes, de cada tubo foi retirada uma
aliquota de 1 mL para ser submetida a leitura no comprimento de onda de 280
nandmetros (nm) em espectrofotometria para identificar nas fragdes coletadas,
a presenca de proteinas. Também por espectrofotometria foi realizada a

guantificacédo de agucares redutores conforme descrito no item 4.6.
4.10. Eletroforese (SDS-PAGE)

A eletroforese com gel de poliacrilamida como é descrito em LAEMMLI
(1970) foi utilizada para avaliacdo da pureza dos tubos com atividade de
celulase da cromatografia em gel. O gel de separagdo contém 937,5 uL de
solucédo tampéao Tris-HCI pH=8,8 a 2 Mol/L, 1500 uL de acrilamida, 500 uL de
SDS e 1562,5 uL de agua deionizada, 250 yL de persulfato de amdnio e 250
pL de TEMED (Tetrametiletiienodiamina). Uma hora depois da aplicagéo do gel
na placa de eletroforese, fez-se o gel de empilhamento contendo 1000 pL de
solucéo tampéao Tris-HCI pH=6,8 a 0,5 Mol/L, 600 uL de acrilamida, 400 uL de
SDS, 1000 uL de agua deionizada, 200 yL persulfato de aménio e 200 pL de
TEMED. O gel superior foi aplicado na placa apés breve homogeneizacéo,
colocando os pentes para a formacdo das canaletas enquanto o gel
polimerizava. O processo de polimerizacdo do gel superior durou mais uma
hora. O gel de empilhamento foi feito a 4% (w/v) e gel de separacdo a 12%
(w/v). A eletroforese ocorreu em voltagem constante de 90 Volts. Em ambos 0s
géis, as solucdes usadas foram de acrilamida 30%, SDS 1% (w/v), persulfato
de aménio 0,15 Mol/mL e TEMED em propor¢ao de 1:100 (10 uL de TEMED

em 990 uL de agua deionizada).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.Isolamento do fungo e crescimento microbiano

Foram coletadas folhas do Jasmin-Manga (figura 3-A) apresentando
sintomas da ferrugem. Os esporos (de cor amarelada) foram raspados da folha
com auxilio de um bisturi (figura 3-B) e adicionados a um eppendorf contendo
agua destilada esterilizada. O contetdo do eppendorf foi agitado e aplicado a
uma placa de petri contendo meio de cultura batata dextrose agar.

Figura 3. (A) Exemplar de Jasmim-manga planta do género Plumeria. (B)

Folha com esporos e bisturi.

Fonte: Autora, 2021.

As placas inoculadas foram incubadas em camara de germinacdo BOD,
com temperatura controlada de + 27,5°C e durante 10 dias foi observado o
crescimento micelial nas placas, entdo o fungo C. plumeriae foi isolado dos
outros, e repicado por mais 3 vezes.

A partir do fungo isolado, foram feitos mais repiques e durante mais 10
dias foi observado o seu crescimento na placa de Petri, como podemos
observar na Figura 4, o fungo se apresentou primeiramente com a cor branca
e apos a primeira semana o fungo apresentou coloracdo escura, um indicio de

esporulacgéo.

Figura 4. Crescimento do fungo em placa de Petri utilizando meio batata

dextrose agar.
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Fonte: Autora, 2021.

A partir dai foi feita uma solucdo de esporos (Figura 5) com uma
concentracédo fixa de 107 esporos/mL, que foi contada com auxilio de um
microscépio 6ptico em uma camara de Neubauer, utilizando uma lente objetiva
com aumento de 40x.

Figura 5. Esporos de Coleosporium plumeriae na lente de aumento de 40x.

Fonte: Autora, 2021.

Através da visualizacdo dos esporos, pode-se confirmar através dos
aspectos morfolégicos que o fungo isolado se tratava do C. plumeriae, fungo
conhecido por causar doencas da ferrugem em Plumeria spp.(O jasmin-

manga.)
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5.2.Curva Padrédo de Glicose.

Figura 6. Curva padrdo de glicose plotando absorbancia x concentragao.
Através da regressao linear, € determinada a equacao da curva e o coeficiente

de correlacdo, onde y= é o valor da absorbancia obtida.

y = 0,8214x - 00124
RZ = 0,998

0.8+

)

0.4+

Absorbancia (540 nm).

0,0

0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0
Glicose (g/L).

Fonte: Autora, 2021.

5.3.Fermentacdo em estado solido e determinacdo do tempo 6timo de
producao da atividade da celulase nos diferentes meios de cultura.

Apés o preparo da solucdo de esporos, foi realizada uma FES. As
fermentacbes foram realizadas em incubadora BOD com temperatura
controlada utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL como biorreator e os
residuos (bagaco de cana, p6 de madeira e farelo de trigo) como o Unico
substrato. Cada frasco contendo 5g de residuo foi submetido a esterilizacdo em
autoclave vertical a 121°C por 15 min. Em seguida, o material foi disposto em
cabine de seguranca biolégica sob incidéncia de luz ultravioleta até seu
resfriamento. Foi inoculado ao meio a quantidade de 107 esporos por grama de
substrato e agua destilada esterilizada foi adicionada até atingir umidade
desejada. Sendo assim foi observado o crescimento micelial, como também
feita a dosagem da atividade de celulase de 24 em 24 horas.

A determinacédo do perfil fermentativo foi realizada a fim de se obter um
tempo 6timo para a producdo de celulase nos residuos agroindustriais. A
figura 7 mostra os graficos de perfil fermentativo para determinacdo do tempo

otimo de producéo da atividade de celulase do C. plumeriae.
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Figura 7. Perfil fermentativo para a determinagédo do tempo 6timo de producao
da atividade celulase pelo fungo filamentoso Coleosporium plumeriae em meio
contendo: (A) bagaco de cana, (B) p6 de madeira, e (C) farelo de trigo. Os

dados foram processados com o software OriginPro 8.
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C. plumeriae demonstrou capacidade de se desenvolver sobre todos
residuos sem que houvesse um pré-tratamento quimico, o qual quando
utilizado tem finalidade de remover lignina, auxiliando na exposi¢ao da celulose
(SILVA-DERNANDES et al. 2017).

Com teste de deteccédo de atividade da celulase foi notado que existe a
presenca da enzima celulase nos extratos preparados com os residuos apés a
solucéo de esporos ser adicionada. No ensaio realizado, a enzima presente no
extrato ao entrar em contato com seu substrato especifico, a
Carboximetilcelulose (CMC), libera unidades de glicose no meio através da
clivagem enziméatica. A glicose foi detectada através do método de DNS que é
um método utilizado na dosagem de acucares redutores onde ocorre a

oxidacdo do grupo carbonila. No método do DNS a seguinte reacdo de
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oxidacao ocorre: reducdo do acido 3,5-di-nitrosalicilico (de cor amarelo forte) e
a oxidacdo do monossacarideo, formando o acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de
cor laranja-marrom forte), na propor¢cdo estequiométrica. Portanto, pela
determinacao da luz absorvida a 540 nm pelo 3-amino-5nitrosalicilato, pode se
determinar a concentracdo de acgucar redutor presente na solugao.

Na figura 7, podemos observar que o meio onde houve a maior obtencao
de enzima foi o contendo apenas farelo de trigo com atividade de 220,76 U/g
(27,59 U/mL) em 168h seguido pelo meio com bagaco de cana 18,58 U/g (2,32
U/mL) em 96h e por ultimo, com pouca atividade enzimatica 0 meio contendo
p6 de madeira 5,05 U/g (0,631 U/mL) em 72h, o decréscimo a partir do dia com
maior atividade leva a conclusdo de que estd havendo uma reducdo de
nutrientes, que em consequéncia leva ao decréscimo no crescimento

microbiano e em consequéncia excrecao de enzimas.

Na figura 8 € possivel notar a diferenca entre a producdo média de

enzimas utilizando cada residuo agricola.

Figura 8. Grafico da média da atividade de celulase pelo fungo Coleosporium
plumeriae nos diferentes meios de cultura. Os dados foram processados com 0

software OriginPro 8.

14
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Atividade (U/mL).

Bagaco de cana P6 de madeira Farelo de trigo
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS.

Fonte: Autora, 2021.
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Comparando com outros fungos produtores de celulases, notamos que
Silva et al. (2005) obteve uma atividade um pouco maior, 3 U/mL utilizando o
fungo Thermoascus aurantiacus em bagaco da cana.

Quando utilizando o farelo de trigo como meio de fermentacdo em
estado sdlido, Sukumaran et al. (2009) produziu celulase através do fungo
Aspergillus niger MTCC7956 e obteve atividade de 135,4 U/g. Zanchetta,
(2012) também obteve atividade celulasica de 62,4 U/g utilizando farelo de
trigo. Além disso utilizou um blend de residuos agricolas para a fermentacéo
em estado sélido, utilizando assim bagaco de cana e farelo de trigo (1:1), para
produzir celulase a partir do fungo filamentoso Chaetomium sp. N13 tendo
atividade de 192,0 U/g em 192hrs. Uma atividade relativamente menor do que
a celulase produzida pelo fungo do presente estudo, o Coleosporium plumeriae
gue com farelo como Unica fonte de carbono, produziu 220,76 U/g.

O farelo de trigo sendo o meio com maior atividade enzimatica pode ser
explicado pela diferenca da composi¢cao da fonte de carbono, ou seja, a fonte
de carbono que € mais facilmente hidrolisada € utilizada pelo microrganismo
para sintetizar mais enzima. Sendo assim extrato bruto obtido através de FES
utilizando o farelo de trigo € um meio promissor para a producao de celulase,

sendo utilizado para a purificacdo da enzima.

5.4.Precipitacdo com solvente organico

Apbs a escolha do melhor meio de cultura para a producéao de celulase,
deu-se inicio as etapas de purificacdo da enzima. O primeiro passo da
purificacdo foi realizar um fracionamento com etanol, sendo utilizado para
retirar as proteinas e contaminantes que precipitam em concentracdes
diferentes da enzima de interesse. A figura 9 mostra um grafico da atividade
enzimatica proporcional, referente ao extrato bruto antes de ser submetido ao
fracionamento com solvente organico e posteriormente as fracdes obtidas apds

a adicdo do etanol.

Figura 9. Recuperacao da atividade de celulase de Coleosporium plumeriae
produzida em meio contendo farelo de trigo apds o fracionamento com alcool

etilico. Os dados foram processados com o software OriginPro 8.
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Fonte: Autora, 2021.

O extrato representa 100% da atividade enzimatica, e como pode ser
notado o fracionamento concentrou a atividade enzimatica em sua maior parte
no sobrenadante final, a fracdo que € denominada de 80-100%. Tendo uma
recuperacao total de 92,91% apenas nesta fracao.

Apés esta etapa, o sobrenadante contendo a maior atividade enzimatica
foi concentrado utilizando polietilenoglicol (PEG), e posteriormente aplicado em

uma cromatografia de gel filtracdo sephacryl S-100.

5.5.Cromatografia de gel-filtracao.

O sobrenadante concentrado da precipitacdo com etanol, denominada
fracdo 80-100% foi aplicado na coluna de gel filtracdo. Foram coletados 60
tubos contendo 2 mL. O cromatograma (Figura 10) mostra as absorbancias em

280 nm e a absorbancia do teste de atividade enzimatica, feito a 540 nm.

Figura 10. Cromatograma de enzimas celulases produzidas pelo fungo
Coleosporium plumeriae, amostra foi aplicada numa coluna de gel filtracdo
(67x0,9) de Sephacryl S-100. A cromatografia foi desenvolvida a temperatura
ambiente com fluxo de 0,1 mL/min., coletou-se fracbes de 2 mL. O tampao
utilizado foi o acetato de sodio 100 mM pH 5 + 0,5M de NaCl. A concentracdo
de proteinas foi estimada por absorbancia a 280 nm e a atividade enzimatica

dos tubos foi determinada pela determinacdo de acUcares redutores pelo
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método de DNS de Miller, no comprimento de onda de 540 nm. Os dados

foram processados com o software OriginPro 8.
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Fonte: Autora, 2021.

5.6.Eletroforese com SDS em gel de poliacrilamida.
Posterior a etapa cromatografica, foi feita a eletroforese em gel de

poliacrilamida em presenca de SDS e em seguida, a coloracdo com prata para
evidenciar no gel as bandas dos tubos que obtiveram maior leitura no
comprimento de onda 540 nm.

A figura 11 mostra o gel ap0s a coloracdo com prata, com cada uma

das canaletas identificadas, exibindo o perfil proteico de cada uma delas

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) realizada em presenca
de SDS. Da esquerda para a direita: 1— Extrato enzimatico bruto, 2— fracéo 80-
100% da precipitacdo com etanol, 3— Tubo 17 da cromatografia de gel filtracéo,
4— Tubo 18 da cromatografia de gel filtracdo e 5— Tubo 20 da cromatografia de

gel filtracao.
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Fonte: Autora, 2021.

Através do gel podemos observar que a cada passo de purificacdo a
complexidade proteica da amostra diminui, sendo a canaleta 1 o extrato bruto,
uma amostra complexa com muitas bandas de proteinas, e ao final do
processo da purificacdo, dada pela cromatografia de gel filtracdo foi
evidenciada a purificacdo da enzima. Sendo possivel notar apenas uma banda

proteica no gel nas canaletas 4 e 5.
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6. CONCLUSOES

Este € o primeiro trabalho a descrever uma atividade enzimatica no
microrganismo Coleosporium plumeriae e concluir seu isolamento. Os
resultados experimentais confirmaram a viabilidade da producéo da celulase a
partir da inoculagdo do C. plumeriae, em meios de baixo custo (residuos
agroindustriais). Sendo o farelo de trigo 0 meio mais promissor para a obtencao
da celulase. E importante ressaltar que o fungo excretou a enzima tendo como
indutor unicamente o residuo agroindustrial desprovido de pré-tratamento
qguimico, sendo assim um método com menos custos, menos etapas de
execucao. A celulase produzida foi isolada em apenas dois passos do processo
de purificacdo a precipitacdo com etanol e sendo apenas utilizado um processo
cromatografico. Como perspectiva temos a caracterizacdo bioquimica e
aplicacao biotecnoldgica da celulase produzida.
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