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PROSPECCAO DE CELULASES DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS Scytalidium
lignicola, Colletotrichum gloeosporioides ¢ Fusarium solani DA PALMA FORRAGEIRA.

Ivo da Silva

Pesquisas em biotecnologia tém buscado alternativas a degradacao da celulose. O método por
hidrolise acida gera produtos indesejados nos processos industriais, em funcdo disso, os
estudos sobre hidrélise enzimatica tém aumentado. Por isso, nesta pesquisa foi investigada a
producdo da enzima celulase através de fungos fitopatogénicos da palma forrageira, avaliando
o crescimento da atividade enzimatica em diferentes substratos como fonte de carbono.
Fungos da palma forrageira apresentaram boa atividade enzimatica de celulase em meio
liquido, utilizando farelo de trigo e farinha de palma forrageira como substrato. Os fungos
Scytalidium lignicola, Fusarium solani e Colletotrichum gloeosporioides, foram repicados em
quadruplicata em meio BDA (batata-dextrose-agar) e incubados em estufa de cultura a 28°C,
por 48 horas. E em meio SNA (Nutrientes-Sintéticos-Agar) por 144 horas & mesma
temperatura. Em seguida, os fungos foram inoculados contendo 5 discos dos fungos em meio
solido contendo CMC 0,5% como fonte de celulose e 4gar foram avaliados quanto o
crescimento do halo de degradacdao, formados a 28°C, em 192 horas e medidos por
paquimetro. Os resultados das enzimas que tiveram os fungos cultivados em meio BDA e
SNA nao foram satisfatorios, pois o indice enzimatico ficou abaixo de 2, relatado como
referencia de produgdo de enzimas em meio sélido. J& os inoculados em meio liquido
contendo 0,5% de diferentes substratos, solu¢ao traco e solugao mix de sais incubados a 28°C
por 14 dias, apresentaram boa atividade enzimatica, principalmente o isolado de Scytalidium
lignicola, inoculado em diferentes fontes de carbono, como farinha de palma forrageira e

farinha de trigo.

Palavra chave: Enzimas celuloliticas, Etanol 2G, Atividade enzimatica,



EXPLORATION CELLULAR FUNGI PHYTOPATHOGENIC Scytalidium lignicola,
Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium solani PALM FORAGE.

Ivo da Silva

Research in biotechnology have sought alternatives to cellulose degradation. The acid
hydrolysis method generates unwanted products in industrial processes, so the studies on
enzyme hydrolyze has increased. So, in this research was investigated the production of the
enzyme cellulase by phytopathogenic fungi of forage Palm, evaluating the growth of enzyme
activity in different substrates as carbon source. Fungi of forage Palm showed good enzyme
activity of cellulase in liquid medium, using wheat bran and forage Palm flour as substrate.
The fungi Fusarium solani and Scytalidium lignicola, Colletotrichum gloeosporioides,
quadruplicata were peaked in in BDA medium (potato-dextrose-agar) and incubated in the
culture greenhouse 28° C for 48 hours. And in the midst of SNA for 144 hours at the same
temperature. Then fungi were inoculated containing 5 discs of fungi in solid medium
containing 0.5% CMC as a source of cellulose agar were evaluated as the growth of the halo
of degradation, formed to 28°c in 192 hours and measured by caliper. The results of the
enzymes they had fungi grown in BDA medium and SNA were not satisfactory, because the
index was below 2 enzymatic, reported as references for the production of enzymes in solid.
Already the inoculated in liquid medium containing 0.5% of different substrates, dash and
mix solution solution of salts incubated at 28 C for 14 days, showed good enzymatic activity,
primarily the isolated from Scytalidium lignicola inoculated in different carbon sources, such

as forage Palm flour and wheat flour.

Key words: cellulase, enzymes, yeasts, fitopatogénico,
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1 INTRODUCAO

Virias culturas agricolas s3o exploradas como fontes de biomassa lignoceluldsicas
com a finalidade de obter etanol de 2* geragdo, como alternativa de combustivel renovavel
devido a preocupagdo mundial com a possivel escassez do petroleo. A produgdo do etanol 2G
inicia a partir da fragmentacdo da celulose presente na biomassa em glicose de forma eficaz e
de baixo custo. No entanto, algumas das culturas alvos servem também para a producdo de
alimentos gerando um conflito ético no direcionamento do uso das culturas. A biomassa
lignoceluldsica, € vista como solugdo na obtengdo de combustivel renovavel que ira suprir a
caréncia mundial dos derivados do petroleo. (PEREIRA et al., 2015).

O processo de conversdo da biomassa lignoceluldsicas em agucares fermentaveis €
chamada hidrolise. (VERARDI et al., 2012). A hidrolise acida e a hidrolise enzimatica sdo
atualmente os métodos mais utilizados para degradar a celulose. Existem dois tipos de processos de
hidrolise acida: o processo de acido diluido, e o outro ocorre com acido concentrado. O processo com
acido diluido ocorre em altas temperaturas (maior que 100 °C) para que haja a remogdo da lignina e
das hemiceluloses. Pois, em temperaturas amenas, a taxa de conversao de celulose em glicose ¢ baixa,
devido a ndo promover um intumescimento da regido cristalina da celulose, porém em altas
temperaturas na hidrélise com acido diluido ira gerar produtos indesejaveis nos processos industriais,
como os compostos fenolicos e furfurais (OGEDA; PETRI, 2010).

Ja a hidrdlise por acido concentrado a temperatura menor que 100 °C consegue
entumecer ¢ romper a celulose, e ter um elevado rendimento na produgdo de glicose, no
entanto, uma parte da glicose ¢ destruida. Além disso, o processo ¢ lento e de dificil
desenvolvimento, além do grande consumo de acido que torna o processo bastante alto e
inviavel, pois, causa problemas de corrosao nos equipamentos e elevado consumo de energia
para recuperacao do acido (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Hidrélise enzimatica ¢ o processo mais utilizado e o mais pesquisado. Enzimas sao
altamente especificas; realizam hidrdlise em temperaturas brandas e ndo formam os inibidores
de fermentagdo, portanto ¢ mais eficaz do que os processos de hidrolise acida (VERARDI et
al., 2012). Porém, devido a complexidade e insolubilidade dos polimeros de lignina,
hemiceluloses e celulose, dos materiais lignoceluldsicos, ¢ necessario um complexo
enzimatico contendo enzimas intracelulares e extracelulares para a degrada¢do completa
desses materiais (BENOIT et al., 2015).

Celulases s3o enzimas que degradam a celulose liberando glicose (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010). Os fungos Trichoderma reesei e Aspergillus niger sao os
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microrganismos produtores de celulases mais estudados MAEDA et al., 2011).

Uma cultura lignoceluldsica que pode apresentar viabilidade econdmica e produtiva na
producdo de enzimas por ndo competir diretamente com a producgdo de alimentos € a cactécea,
conhecida como palma forrageira e considerada uma cultura bastante resistente a seca e
cultivada e adaptada em varios paises, em regides aridas e semiaridas. (SILVA et al., 2012).

A palma forrageira apresenta grande variedade de fungos endofiticos que podem ser
utilizados como fonte para a producdo das enzimas pectinases, proteases, xilanase e celulases,
indicando grande potencial para processos industriais (BEZERRA et al., 2012).

Tem-se questionado a viabilidade da produgdo de enzimas em processos industriais,
devido ao alto preco, no entanto, alguns pesquisadores afirmam que podem produzir enzimas
a baixo custo, alterando as proporgdes e aumentando o desempenho das enzimas, através da
mudanca na codificagdo dos genes ou adicionando um coquetel enzimatico contendo de cinco
a dez enzimas de diferentes atividades (SLADE, 2010). Outro meio de reduzir o custo da
producdo de enzimas ¢ a utiliza¢do de residuos agroindustriais como substrato. Com o avango
da biotecnologia, residuo agroindustrial sao utilizados como fonte de nutrientes por fungos, a
fim de obter enzimas celuloliticas a baixo custo. (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

A maior parte das enzimas utilizadas no Brasil ¢ importada, desconhecendo a
magnitude e mecanismos na producao de enzimas, pois, o pais possui uma imensa diversidade
de fungos pouco explorada para producao de enzimas celuloliticas (ORLANDELLI et al.,
2012). A produgao de celulase utilizando o método de fermentacao em estado sélido sem pré-
tratamento do substrato pode apresentar grande economia no processo de produgdo
enzimatica, devido o método submerso apresentar maior gasto de energia. (ANG et al., 2013).
Mesmo assim, o método submerso ¢ o mais utilizado por apresentar maior controle do
processo, controle cinético de crescimento, controle da temperatura e melhor mistura
homogénea (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

A combinag¢do entre a fermentacdo em estado so6lido e a fermentacdo submersa
aumenta a producao de enzimas em até trés vezes, apresentando alta viabilidade de producao
em processos industriais (CUNHA et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimatica das celulases dos fungos
Scytalidium  lignicola, Fusarium solani, e Colletotrichum gloeosporioides da palma
forrageira, utilizando farinha de palma forrageira, farelo de trigo e carboximetilcelulase, como

substrato na fermentacdo submersa e nos meios de cultivo SNA e BDA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a produtividade das enzimas celulases dos fungos fitopatogéncos Scytalidium
lignicola, Fusarium solani, ¢ Colletotrichum gloeosporioides, da palma forrageira em

diferentes meios de cultivo e substratos.

2.2 Especificos

e Identificar o meio de cultura que favoreca a maior producdo de celulase dos fungos
Scytalidium lignicola, Fusarium solani, e Colletotrichum gloeosporioides;

e Comparar as atividades enzimaticas destes fungos quando cultivados nos meios BDA, SNA
pelo método de colorag@o vermelho congo;

e Quantificar a atividade enzimatica em meio liquido nos substratos de farinha de palma,

farelo de trigo e de carboximetilcelulase aplicando o método espectrofotométrico.

11



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Estrutura da Parede Celular dos Vegetais

A parede celular dos vegetais ¢ composta basicamente de celulose, hemiceluloses e
lignina. A celulose é um polimero composto por mondmeros de glicose que formam
microfibrilas entrelacadas que se encontra na parede celular, envolta por moléculas de
hemiceluloses e lignina (WANG et al., 2016) conforme Figura 1, por isso hd uma grande
dificuldade de se obter a celulose.

Figura 1: Estrutura da parede celular da planta e corte transversal de micro fibrilas (cadeias de moléculas de
celulose embebida numa matriz de hemiceluloses e lignina).

Hemicollulose
I Micrafibell
i !

! 3 |jr‘-H . X T v : ol .II'.||-.:w Hemlcellulose

Lignin

Fonte: LEE; HAMID; ZAIN, 2014.

Na celulose, as unidades de glicoses estdao ligadas entre si por ligagcdes glicosidicas,
que ¢ a ligacao covalente do oxigénio entre o carbono nimero 1 de uma glicose e o carbono
namero 4 da proxima glicose, formando uma estrutura linear e fibrosa (OGEDA; PETRI,
2010). Na hidrolise enzimatica essas ligagdes sdo quebradas formando mais uma hidroxila
para cada molécula isolada de glicose.

A celulose ¢ insoliivel em vérios solventes e parcialmente na 4gua, isso porque a
celulose cristalina ¢ formada por ligacdes de hidrogénio que formam uma fibra densa e
complexa, bastante resistente a hidrolise. A ligacdo de pontes de hidrogénio formada nas
hidroxilas ¢ responsavel pela rigidez das cadeias, formando a fibra vegetal que resultam em
duas regides: uma cristalina e outra amorfa, devido as fortes interagdes com inumeras ligacdes
com as moléculas de hidrogénio e a outra com maior flexibilidade nas fibras por apresentar

ramificacdo desordenada (KALIA et al., 2011).
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A dissolugdo da celulose em agua s6 ¢ possivel se a molécula de celulose estiver
ligada a ésteres como celulose nitrato e celulose acetato ou éteres na forma de metilceluloses e
carboximetilceluloses (CLASEN; KULICKE, 2001).

Devido a alta cristalinidade da celulose a qual inibe a digestibilidade da biomassa, a
extragdo de celulose se torna o grande desafio para a biorrefinaria em desconstruir o contetido
nao celuldosico da biomassa lignocelulosica, para posterior hidrélise do material
nanocelulésico (LEE; HAMID; ZAIN, 2014).

As hemiceluloses, também denominada de polioses, sdo polissacarideos formados por
varios tipos de monossacarideo como D-glicose, D-manose, D-galactose, D-xilose, L-
arabinose, L-raminose, acidos carboxilicos, dcido D-glucurdnico e acido D-galacturonico,

conforme mostra Figura 2.

Figura 2: Monossacarideos que formam a estrutura das hemiceluloses.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS  DEOXIEXOSES
H COOH H
H +—OQH H OoH QOH
i H ko' w CHg H
HO H HO H H H
H OH H OH H OH OH OH
p-D-xilose acidof-D-glucurbnico a-L-ramnose
H COOH H
OH_A—O0H H _A—OH H OoH
kOHH H ) kon! H K o4 OH Y
H H H4CO *" OH HO H
H OH H OH OH H

¢-D-arabinopiranose  p-D-manose  dcidoo-D-4-O-metilglucurénico  a-L-fucase

o COOH
% o OH.+—0H
OH H ! on' H
HO o H OH
H OH H OH
a-L-arabinosefuranose o-D-galactose acidow-D-galacturdnico

Fonte: Adaptado de FENGEL e WEGENER, 1989.

As hemiceluloses apresentam estrutura ramificada variando entre 20% e 30% de
matéria seca. Além disso, apresentam configuracdo irregular devido as ramificagdes, ndo
apresentando cristalinidade, por isso, absolve dgua mais facilmente, deixando as fibras mais
flexiveis. A combinacdo entre celulose e hemiceluloses constitui a maior porcdo de
carboidratos da planta, chamada de holoceluloses, que corresponde entre 65-70% do peso
seco da planta. Dois grupos de enzimas correspondem a degradacdo da xilana, as endo-1,4-f3-

xilanases e f-D-xilosidades (SILVA et al., 2009).
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A lignina ¢ uma macromolécula associada a celulose responsavel pela rigidez e
resisténcia mecanica dos vegetais, conferindo resisténcia a deterioragdo e protegendo os
polissacarideos da parede celular (VANHOLME et al., 2010).

Devido a grande diversidade de maneiras de tratamento para seu isolamento, A lignina
deve ser definida claramente de acordo com o trabalho em questdo. Sdo denominadas
CsCs ou, simplesmente, unidades Co, repetidas de forma irregular, formando um polimero que
¢ derivado de unidades de fenilpropandides. (SALIBA et al, 2001). Os alcoois
hidroxicinamil, alcool coniferilico e alcool sinapilico sdo os principais blocos de construgao

de lignina (VANHOLME et al., 2010). Conforme mostra a Figura 3.

Figura 3: alcoois que formam as unidades de fenilpropanoides, precursores da lignina.

_OH _OH J/,UH
:f’J F’/ =
[f"’““* P "’PE]
i, P, N,
~~"0CH; H:cO0~ 3 ~OCH; %
OH OH OH
Alcool Aleool Alcool
coniferilico sinapilico p-cumarilico
@ (8) (H)

Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2008.

A lignina ¢ geralmente encontrada nas paredes primarias e secundarias dos vegetais e
também na lamela média que age como um cimento, unindo as células entre si. Encontra-se
nos vegetais sob a forma de lignina guaiacil nas gimnospermas e lignina siringil-guaiacil, nas
angiospermas ¢ em pequenas quantidades nas gramineas sob a forma de para-hidroxifenil
(SALIBA et al., 2001).

A lignina siringil-guaiacil possui carbono reativo C5 disponivel para reacdo na etapa
de polimerizagdo da biossintese da lignina. Durante a polimerizagdo um grupo metoxilico
impede a ligagdo com outras substancias. No entanto, na lignina guaiacil, o C5 reage com
anéis de fenilpropano formando um polimero de alta densidade. (ACHYUTHAN et al, 2010).
A remocao da lignina nos vegetais ocorre com mais frequéncia com os fungos da podridao

branca (Basidiomicota e Ascomicota). (SKYBA; DOUGLAS; MANSFIELD, 2013).
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3.2 Palma Forrageira

O cultivo da palma forrageira se tornou de grande importancia para os produtores de
gado, devido ao problema da seca no sertdo do Nordeste Brasileiro. As caracteristicas
fisiologicas de processo fotossintético tipico das plantas CAM', resulta em grande economia
de 4gua. A cactacea contém grande quantidade de agua e serve como fonte de hidratacdo para
os animais no periodo da seca. Na América do Sul, paises como Peru, Chile, Bolivia,
Argentina e Brasil cultivam a palma forrageira para diversos fins, principalmente para a
alimentacdo humana e de ruminantes, mas em alguns paises também a produ¢do do corante
carmim (BOMFIM et al., 2013).

A espécie mais cultivavel no Brasil ¢ a Opuntia ficus-indica Mill, conhecida como
Palma Gigante e Redonda (Opuntia sp.). J& em Alagoas, predomina a espécie Nopalea
cochenillifera Salm Dyck, mais conhecida como palma mitda ou doce. Ela ¢ caracterizada por
seus ramos, também chamados de cladodios, conhecidos como palma ou raquetes por possuir
formato oval, (Figura 4), bastante resistente a cochonilha que ¢ a principal praga da palma
(VASCONCELOS et al., 2009). O cultivo da palma exige um solo argilo-arenoso e que
apresente boa drenagem, pois areas alagadas contribuem com a proliferagdo de doencgas

fitopatogénicas.

Figura 4: Palma Nopalea cochenillifera Salm Dyck, conhecida como palma mitida ou doce.

Fonte: O Autor.
Em termos de produtividade de massa verde a palma mitida tem se mostrado inferior
as cultivares gigante e redonda. No entanto, quando essa producdo ¢ transformada em matéria

seca, os ultimos resultados se equivalem por ter a palma mitda mais matéria seca que as

'Plantas adaptadas a ambientes aridos, possuindo metabolismo 4cido na fixagio do CO,.
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outras (SANTOS et al., 2006). A palma miuda apresenta maior multiplicacdo de cladédios por
planta, o que implica em maior produtividade que a palma gigante e a redonda.

Os teores de nutrientes sdo determinados a partir da massa seca, portanto, uma vez que
tal gendtipo apresenta maiores teores de matéria seca e produtividade de massa seca,
consequentemente, detém os maiores teores de nutrientes. Outra importante caracteristica da
palma miuda é que ela possui menor teor de lignina que a palma gigante ¢ a palma redonda, e
maiores teores de celulose e hemiceluloses. A palma gigante ¢ a palma redonda possuem
cladédios maiores, sdo mais estruturadas, portanto apresentam maior teor de lignina
(CAVALCANTE et al., 2014).

Existem poucos estudos sobre a fitopatogenicidade da palma forrageira, pois essa
cultura ndo esta isenta de ataques de microrganismos patogénicos, como os fungos que

atacam as raquetes ricas em umidade (SOUZA et al., 2010).

3.3 Fungos Fitopatogénicos

O grande problema no cultivo de vegetais sdo as pragas, representados por insetos,
formiga, lagartas e besouros que podem prejudicar e destruir a plantagdo. Ja as doengas sao
geralmente causadas por fungos e bactérias fitopatogénicas que sao micro-organismos
causadores de doengas nas plantas e consequentemente, a morte delas. A producao de enzimas
extracelulares que degradam a parede celular dos vegetais estd vinculada a microrganismos
fitopatogénicos (MARTINEZ et al., 2009).

Algumas doencas que ocorrem na cactacea causam bloqueio de transporte de agua e
nutrientes desde a raiz até os cladodios. Esse tipo de doenca ocorre por disturbios no
metabolismo celular, através da absor¢ao dos nutrientes da célula, toxinas ou secre¢ao de
enzimas dos fungos fitopatogénicos (BOMFIM et al., 2013).

Alguns agentes fitossanitarios na palma forrageira causam podriddes nos cladodios,
raizes e raquetes, citando as espécies Lasiodiplodia theobromae, Sclerotium rolfsii,
Scytalidium, Fusarium, Rhizoctonia solane ¢ Pectobacterium carotovora (SANTOS et al.,
2006), resultado da atividade de enzimas liticas. Outros fitopatdgenos causam o aparecimento
de manchas nos cladodios, umas pretas e outras marrons, provavelmente provocados pelos
fungos Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporioides, Fusarium lunatum e
Lasiodiplodia theobromae (FLORES-FLORES et al., 2013). Fungos e bactérias podem ser

utilizados na degradagdo da lignina, hemicelulases e celulose, principalmente os fungos que

16



apresentam importante capacidade em degradar as moléculas mais complexas através da
producao de enzimas especificas (DASHTBAN et al., 2010).
Os fungos que causam podriddo branca apresentam eficiéncia em degradar a lignina,

por produzirem uma matriz de enzimas oxidativas extracelulares (WONG, 2009).

3.4 Fusarium

Trata-se de um fungo patdégeno até para o ser humano que se prolifera facilmente no
solo, na agua e em partes de plantas, podendo ser identificado pela producao de colonias

aveludadas e hialinas (Figura 5).

Figura 5: Crescimento de Fusarium, identificado pela produgdo de colonias aveludadas e hialinas.

Fonte: Adaptado de SORIA; ALONSO; BETTUCCI, 2012.

O género possui uma grande variedade de espécies, dentre elas encontra-se, Fusarium
solani, F. oxysporum, F. moniliforme, F. proliferatum, F. chladosporum, F. roseum, F.
equiseti, F. semitectum, F.anthophilum, F. graminearum e Fusarium ssp. Normalmente
colonizam partes de plantas aéreas e subterraneas, quer como invasoras primarias ou
secundarias (EL-KAZZAZ et al., 2008).

Doengas causadas por Fusarium podem estar associadas aos solos acidos e densos. A
podridao nas raizes ¢ provocada pelo impedimento da circulacao da seiva, causando obstrugao
dos tecidos vasculares, causando infec¢des na haste junto ao solo (ALVES; SILVA, 2003),

que consequentemente causa a murcha de Fusarium ou podridao de Fusarium Figura 6.
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Figura 6: Doenca causada pelo fungo Fusarium na palma forrageira conhecida como murcha de Fusarium.

Fonte: SOUZA et al., 2010.

Algumas espécies apresentam grande potencial biotecnologico para atividade
enzimatica, apresentando alta produgdo de pectinases, xilanases, B-glicosidase, amilase e

celulases (KIKOT; HOURS; ALCONADA, 2010).

3.5 Colletotrichum

Os fungos do género Colletotrichum pertencem ao complexo da classe Coelomycetes,
da familia Glomerellaceae, que produzem conidios de conididforos condensados, formando
estrutura de picnidio, acérvulo ou esporodoquio (FIGTREE et al., 2013), conforme mostra
Figura 7.

Figura 7: Crescimento de colonias de fungo Colletotrichum obtido a partir de plantas. Produgdo de conidios de
conidi6foros condensados formam estrutura de picnidio, acérvulo ou esporoddquio.

Fonte: adaptado de GUERRERO et al., 2012.

O fungo habita no interior do vegetal, deixando-o aparentemente saudavel. As doencas
mais comuns causadas pelos fungos do género Colletotrichum sdao a antracnose e a ramulose

(MARTINEZ et al., 2009).
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Nos vegetais, a mancha preta, comumente conhecida como antracnose, ¢ uma doenga
causada pelo fungo Colletotrichum que se manifesta em folhas, rizomas, meristemas apicais,
péndulos e frutos (ALMEIDA; CAMARGO; PANIZZI, 2009), causando lesdes que
aparecem, inicialmente, como manchas marrons ou pretas e posterior necrose (Figura 8). As
plantas estdo sujeitas a essa doenga em todas as fases de seu desenvolvimento e, o patogeno
pode ser disseminado de uma planta para outra por meio de varios agentes do ambiente aéreo

(CARVALHO, 2012), podendo também ser transmitido pelas sementes.

Figura 8: Manchas pretas causadas pelo fungo Colletotrichum na palma forrageira, conhecido como antracnose.

Fonte: Adaptado de SOUZA et al., 2010.

Algumas espécies de Colletotrichum apresentam atividades enzimaticas de pectinases
e celulases na podridao de frutos. Outras espécies, no entanto, apresentam atividades de
glicosidases, xilosidases e xilanases. Enzimas pectinases geralmente sdo encontradas em

varios fungos patogénicos nas plantas (RAMOS et al., 2010).
3.6 Scytalidium

Os fungos do género Scytalidium sdo filamentosos apresenta hifas septais e
artroconidia de coloracdo escura (Figura 9). Scytalidium ¢é bastante conhecido por causar

onicomicose ¢ lesdes subcutaneas nos seres humanos (AGUIRRE; VANZINNI-ZAGO;
QUIROZ-MERCADO, 2013).
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Figura 9: Colonia de Fungos filamentosos Scytalidium apresentam hifas de coloragéo escura.

Fonte: Adaptado de Yl et al., 2015.

Na palma forrageira causa manchas onduladas que se assemelham a escamas, partindo
da base da raquete até toda regido do cladodio, podendo afetar a todos os 6rgios da planta.
Inicia-se com uma coloragdo marrom até chegar a uma coloragdao escura, mais conhecida
como podridao negra, (Figura 10). J& em contato com o homem causa infeccdo nas unhas,
devido a proteina queratina, ocorrem principalmente, na regido dos pés que fica a maior parte
do tempo em ambiente timido, quente e escuro. (SOUZA et al., 2010).

Figura 10: Manchas onduladas, semelhantes a escamas na palma forrageira causado pelo fungo Scytalidium mais
conhecido como podriddo negra.

Fonte: Adaptado de SOUZA et al, 2010.

Scytalidium excreta a enzima xilanase, que muitas vezes estd misturada com a
celulase. (JOSHI; KHARE, 2012). A espécie Scytalidium thermophilum produz grande
quantidade de enzima protease em meio alcalino junto com endocelulase, que podera ser
utilizada na hidrélise enzimatica de material lignoceluldsico sem a necessidade de um pré-

tratamento.

3.7 Enzimas

Fungos fitopatogénicos produzem enzimas durante o processo de infecgdo nos
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vegetais. Essas enzimas podem ser utilizadas em varios segmentos de processos industriais
(ORLANDELLI et al., 2012).

Enzimas s3o moléculas que aceleram as reacdes quimicas de determinado
organismo, sem alteracdo de sua estrutura em todo o processo (Figura 11), e podem ser de
origem animal, vegetal ou microbiana.

Figura 11: Enzima participa da quebra da ligagdo glicosidica entre moléculas de glicose e no final da reagéo
permanece com sua forma inalterada.

@ € €3

Enzima Substrato Enzima-Substrato Enzima Produto

Fonte: O Autor.

As enzimas de origem microbiana tém mostrado grande potencial de produgdo, e tém
contribuido com o desenvolvimento de bioprocessos industriais, como catalisadores
metabdlicos (ADRIO; DEMAIN, 2014).

As enzimas sao capazes de catalisar reagdes de isomerizagdo, desidratagdo,
oxirreducdo, transferéncias de grupos funcionais e hidrélise (NOMALDI; CALIK; ULUDAG,
2006), por isso, a produgdo enzimdtica tém se tornado um negdcio bastante importante e
lucrativo na biotecnologia.

A producao de enzimas ¢ feita utilizando meio de cultura sélido ou liquido, conhecido
por fermentagdo solida ou submersa. Em meio solido ou Fermentagdao semissolida (FSS), se
desenvolve na superficie de materiais so6lidos que tenha capacidade de absorver ou reter agua,
contendo ou ndo nutrientes, utilizando principalmente residuos agroindustriais, por isso tem
crescido a produgdo de enzimas por esse método, devido maior gasto de energia e de agua no
método submerso (JAIN; MORLOK; HENSON, 2013). No entanto, pesquisas relatam que a
fermentagdo submersa apresenta maior potencial de produgdo de enzimas do que em meio
fermentativo semissolido (SUBRAMANIY AM; VIMALA, 2012).

Quanto as origens, as mais produzidas sdo as de origem microbiana, principalmente
fungos filamentosos, pois apresentam rapido crescimento em meio de cultura, e sua produgao
ndo depende de flutuacdes sazonais, além de serem de facil manipulag¢do, apresentam grande

variedade de atividade catalitica e 6timo rendimento (GURUNG et al, 2013).
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As enzimas originarias de plantas e de animais apresentam menor estabilidade e
menor atividade enzimatica em relacdo as enzimas de origem microbiana, pois, as de origem
microbiana, podem ter grande produtividade de enzimas, num curto espago de tempo, por
fermentagdo e também por apresentar grande diversidade bioquimica e facilidade em
manipulagdo genética (ANBU et al., 2013).

A produgdo de enzimas ¢ avaliada pelo indice de atividade enzimdtica dos
microrganismos em meio sdlido, que ¢ indicada pelo diametro do halo de degradagdo. Em
meio liquido a atividade enzimadtica ¢ indica pela liberagdo de 1 pmol de glicose que equivale
a 1 unidade de atividade enzima - UAE (GHOSE, 1987).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) pode ser utilizada para melhorar a
producdo de enzimas através da otimizacdo dos parametros do processo. O RSM além de ser
uma ferramenta estatistica, envolve planejamento composto central, design Box-Behnken?, e
tem-se aplicado com sucesso para aumentar a hidrélise enzimatica (SAINI et al., 2015).

O que encarece a produgdo de enzima ¢ a matéria prima, por isso ¢ importante
pesquisar fontes de produ¢do que viabilizem a producdo em escala industrial. Para utilizar
enzimas em processo industrial ¢ preciso entender a natureza das enzimas, aplicando
condi¢cdes adequadas nos processos de operacdo, caracterizando-as de acordo com a sua

utilizagdo. (PHITSUWAN; RATANA, 2015).

3.8 Celulase

Celulase ¢ a enzima que degrada a celulose em aglcar de baixo peso molecular,
chamado de glicose. E composta por um conjunto de enzimas conhecidas como
exoglucanases, endoglucanases e [-glicosidases. As exoglucanases degradam a fibra da
celulose nas extremidades, produzindo a celobiose que ¢ um dissacarideo formado por duas
moléculas de glicose. Ja as endoglucanases degradam a fibra da celulose internamente, e
produz oligossacarideos que sdo os acucares formados de duas a dez moléculas de glicose.
Enquanto as beta-glicosidases ocorrem a quebra a ligacao glicosidica formando o mondmero
de glicose (Figura 12) (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). A celulase ¢ aplicada em
diversos seguimentos industriais como nas industrias de alimentos, quimica e de

biocombustiveis.

* Método experimental de superficie de resposta que analisa os pontos inferiores, superiores e seus pontos
médios.
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Figure 12: modelo esquematico que representa um mecanismo de multicomponentes adequados para a hidrélise
de lenhocelulose pelo complexo de celulase.
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Fonte: DU et al., 2013.

Com a possibilidade de escassez do petroleo, pesquisadores no mundo inteiro tém
buscado uma alternativa para a produg¢do de combustiveis renovaveis, entre elas estd a
hidrolise da biomassa lignoceluldsica, que transforma a celulose em agucares fermentescivel
através do complexo multienzimatico da celulase para produzir etanol de segunda geracao
(SAINI et al., 2015). Porém, no processo de biorrefinaria da biomassa hd um grande consumo
de celulase no processo de sacarificacdo, tornando-se um grande obstidculo devido ao alto
custo da enzima celulase (ZHANG; ZHANG, 2013).

No sentido de promover a expressao génica, os agucares resultantes da hidrolise atuam
como indutores naturais de celulases. Um complexo ¢ formado entre o acucar final da
hidrdlise e a proteina celular que reprime a sintese da enzima, causando a repressao catabolica
(GUNSALUS; BERTLAND; JACOBSON, 1967).

A densidade e a complexidade do material lignoceluldsico o faz muito resistente a
hidrdlise, por isso precisa-se de pré-tratamentos quimicos ou mecanicos € um posterior pos-
tratamento a fim de evitar os inibidores de fermentagdo (MAURY A; SINGLA; NEGI, 2015).
Os tratamentos quimicos e o fisico em altas temperaturas tornam-se invidveis por causarem

problemas de corrosdo e por poder decompor os agucares fermentesciveis, além de formar
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inibidores da fermentagdo. Por isso, a degradag¢do enzimatica por meio da celulase, apresenta-
se como um meio eficaz de degradar a celulose em agucares fermentescivel, pois além de
evitar a formagdo de inibidores e corrosdo, apresenta especificidade enzimatica, que
proporciona produtos com propriedades melhor definidas (SEVERO; MORAIS; RUIZ,
2010), como temperaturas ¢ pH brandos, reduzindo a quantidade de subprodutos indesejaveis
durante o processo (FERREIRA et al., 2013).

Pelo acima expresso, tém-se buscado microrganismos com alta atividade excretora de
celulases e que apresente melhor método de producdo e baixo custo para escala industrial.
Alguns pesquisadores tém proposto a integracdo da producdo da celulase, fazendo o processo
de hidrélise enzimatica junto com o processo de fermentagdo com o objetivo de diminuir o
consumo da celulase e aumentar a produtividade (LYND et al.,, 2008). Pesquisas de
engenharia de microrganismos crescem a cada ano em busca de enzimas de alta eficiéncia
catalitica e grande estabilidade térmica a fim de viabilizar o uso das enzimas em biorrefinaria
(ZHANG; ZHANG, 2013).

Outra maneira que pode contribuir com a redugdo dos custos da producao de enzimas
¢ a utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato. Diversas pesquisas tém utilizado
residuo agroindustrial como substrato na produ¢ao de celulase, como casca de banana, casca
de arroz, palha de sorgo, palha de milho, casca da manga (ESCAMILLA, et al., 2005; IYE;
BILSBORROW, 2013; KUMAR et al., 2012). E outras diferentes fontes.

A hidrélise da celulose através da enzima celulase pode ser realizada por dois
sistemas: o complexado e o ndo complexado. Para degradar a parede celular vegetal no meio
enzimatico € preciso utilizar um complexo enzimdtico chamado de celulossoma. Esse
complexo ¢ formado de uma proteina multimodular chamada cipA, que possui um modulo
nao catalitico chamado de coesina e médulos complementares chamados de doquerina. Esse
complexo coh-doc tém superficies que se ligam ao substrato e apresentam capacidade de
clivar as cadeias de polissacaridos cristalinos, utilizando um mecanismo oxidativo que
depende da presenc¢a de ions metéalicos divalentes e um doador de elétrons. (KOLSTAD et al,
2010).

As celulases podem ser endoativas, como endoglucanase, também conhecida como
Cel7B ou exoativas, conhecidas como Celobiohidrolase I (Cel7A) e Celobiohidrolase II
(Cel6A) (GAO, et.al. 2013).

Atualmente, as celulases disponiveis comercialmente sdo oriundas de fontes fungicas

devido ao maior potencial de produ¢do em relacdo as produzidas por bactérias e também por
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sua natureza extracelular o que torna mais facil a sua extracdo (SAINE et al., 2015). A
celulase produzida por fungos desenvolve-se melhor em condi¢des de temperatura moderada,
apresentando inviabilidade de sua utilizagdo nos processos de produgdo a altas temperaturas.
A viabilidade da producado de celulase depende da relacdo complexa de fatores como tamanho
do inoculo, pH, temperatura, presen¢a de indutores, arejamentos ¢ tempo de crescimento.
(SETHI et al., 2013).

Enzimas podem ter sua estrutura alterada com a mudanga brusca de pH, no entanto
mudancas muito brandas de pH podem induzir a uma dissocia¢do da enzima, podendo chegar
a completa inativacdo (NELSON; COX, 2011). O tempo, temperatura de incubagdo e o tipo
de unidade de atividade enzimatica variam os resultados da producao de enzima.

O processo de fermentacdo submersa ¢ o principal método de producao de enzimas,
envolvendo concentragdes de oxigénio equilibradas e o crescimento dos microrganismos num
meio apropriado. (WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 2011).

Existe uma grande variedade de microrganismos na natureza que produzem celulases,
dentre os principais estdo os fungos filamentosos, e dentre estes estdo os dos géneros
Trichoderma e Aspergillus como os maiores percussores (SUBRAMANIYAM; VIMALA,
2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento e descri¢io do sistema

A pesquisa foi realizada em duas etapas, sendo a primeira realizada no Centro de
Ciéncias Agrarias, no Laboratério de Microscopia e Genética de Microrganismos, da
Universidade Federal de Alagoas, estabelecendo cultivo dos fungos fitopatogénicos da palma
forrageira, Scytalidium lignicola, Fusarium solani, e Colletotrichum gloeosporioides e
posterior determinagdo da atividade enzimatica das celulases em meio sélido, proposto por
Benuhold (1922). A segunda etapa foi realizada no Centro de Tecnologia, no Laboratorio de
Tecnologia de Bebidas e Alimentos, da Universidade Federal de Alagoas, determinando
atividade enzimatica em meio liquido, proposto por Miller (1959), utilizando diferentes fontes
de carbono. Os ensaios foram realizados em quadruplicata para cada fungo.

Nesta pesquisa foi realizada a metodologia de deteccdo por produtos da reagdo

enzimatica.

4.2 Cultivo dos Fungos

Os isolados de Scytalidium lignicola, Fusarium solani, e Colletotrichum
gloeosporioides, foram cedidos pelo Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. Os fungos foram repicados em quadruplicata
em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubados em estufa de cultura a 28°C, por 48 horas,

e também em meio SNA(Nutrientes Sintéticos-Agar) por 144 horas 4 mesma temperatura.

4.3 Determinacao da atividade enzimatica em meio BDA

A atividade enzimatica foi realizada através do método de coloracdo de vermelho
congo (BENUHOLD, 1922), em meio contendo celulose, como fonte de carbono e solugio de
sais, composto por: KH,PO4 (0,73mol/L); ZnSO4 (0,00027mol/L); FeCls (0,00029mol/L);
MnCl, (0,00028mol/L) e MgSO4 (0,0083mol/L). Misturou-se 100mL a solu¢do de sais com
1uL de solugdo trago e completou-se com 1L de dgua. Em seguida utilizou-se uma proveta e
repartiu-se esta solugdo para 4 erlenmayers. Adicionou-se em cada erlenmeyer 5,25g de Agar

e 0,5% de carboximetilcelulose. Esterilizou-se os meios em autoclave a 121°C por 15
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minutos. Utilizou-se um furador de rolha, e fez-se varios discos de 6 mm de didmetro na
extremidade da colonia do fungo crescido em meio BDA. Com o auxilio de uma pinga
metalica, transferiu-se um disco para cada placa contendo o substrato. Isolaram-se as placas
com papel filme e identificaram-se as placas de acordo com os respectivos fungos, em seguida
colocou-se na estufa de cultura a 28°C, durante 48 horas.

Apos o periodo do término de incubagdo, mediu-se o crescimento das colonias dos
fungos utilizando um paquimetro. Em seguida, adicionou-se solug¢do vermelho congo e
deixou-se em repouso por 30 minutos. Depois, lavaram-se as placas para retirar o corante com
uma solugdo de cloreto de sodio 1M.

A atividade da celulose foi observada através da presenca de zonas claras, indicando
halos de hidrolise no centro da colonia dos fungos. O indice enzimatico (i.e.) foi calculado

dividindo os valores das medidas do halo de hidrolise com o didmetro da colonia.

4.4 Determinacao da atividade enzimatica em meio SNA

Foi utilizado o mesmo método do item 4.3, mudando-se apenas alguns sais e
adicionando agucares com a seguinte concentragao: KH,PO4 (0,0073mol/L); KNO;
(0,0098mol/L) MgS04.7H,0 (0,0020mol/L); KCl1 (0,0027mol/L); Glicose (0,0011mol/L) e
Sacarose (0,00058mol/L).

4.5 Determinacao da atividade enzimatica em meio liquido com diferentes substratos

4.5.1 Obtencio dos substratos

Para obtencdo da farinha de palma, foram coletados dez cladodios da palma forrageira
da espécie Nopalea cochenillifera, no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Alagoas. Apos a colheita, os cladodios foram submersos em solucdo de 2,5% de cloro
ativo durante 5 minutos. Em seguida, lavou-se com agua corrente e secou-se em estufa a 60°C
por 72 horas. Com o auxilio de uma faca, fatiou-se os cladddios e bateu no liquidificador por
aproximadamente 2 minutos. Transferiu-se a farinha obtida para um frasco limpo e seco.
Etiquetou-se e guardou-se até posterior analise.

O Farelo de trigo utilizado foi da marca All Bran, foi triturado e colocado num frasco
limpo e etiquetado. Carboximetilcelulase P.A. utilizado nesta pesquisa foi da marca
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Dinamica.

4.5.2 Cultivo dos fungos para analise em meio liquido

Os fungos testados foram previamente cultivados em meio BDA (batata dextrose agar)
por 5 dias, e posteriormente as regides do meio solido contendo hifas dos fungos foram
transferidos para meio de sais descrito no item 4.3, e suplementados com 0,5% de diferentes
fontes de celulose, adicionando farinha de palma, farelo de trigo e carboximetilcelulose.

Os cultivos foram mantidos em estufa com demanda biologica de oxigénio por 14 dias

na estufa de cultura a 28°C. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.

4.5.3 Determinacao da Atividade Enzimatica

Depois do periodo de incubacdo do meio liquido, as amostras foram colocadas em
tubo falcon e centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Apds esse tempo, a atividade
enzimatica foi determinada pela quantificagdo dos agucares redutores que foi realizado pelo
método espectrofotométrico, proposto por MILLER (1959), que utiliza a solugao de acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) e leitura a 540 nm. Para isto, foi necessario o preparo de uma
curva padrio de glicose nas concentra¢des de 0,5 a 4,0 g L. A unidade de atividade
enzimatica (UEA) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de
acucares redutores por minuto. A absorbancia foi medida no espectrofotometro a 540 nm.

Para andlise de dados da producao de enzimas em meio sélido, foram analisadas duas
variaveis independentes a atividade enzimatica, com quatro repetigdes amostrais. Para
determinar o efeito dessas variaveis sobre a produc¢dao de enzimas, foi conduzido um
experimento em esquema fatorial 3 X 2, no qual trés niveis de isolados (Scytalidium lignicola,
Fusarium solani, e Colletotrichum gloeosporioides) € dois niveis para o meios de cultura (BDA ¢
SNA).

Ja para o meio liquido, foram analisadas trés variaveis, com quatro repetigdes,
conduzindo um esquema fatorial de 3 X 3 X 5, no qual trés niveis de isolados (Scytalidium
lignicola, Fusarium solani, e Colletotrichum gloeosporioides), tré€s niveis para meios de cultura
(Farelo de trigo, Farinha de Palma e Carboximetilcelulase) e cinco niveis para tempo (2, 4, 6,

8, e 10 minutos).
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A andlise de variancia (ANOVA) para os modelos foi realizada e a importancia do
modelo foi examinada pelo teste estatistico de Fisher (teste F) através do teste de diferencgas
significativas entre as fontes de variagdo nos resultados experimentais. O efeito constante no
processo foi elaborado sobre o modelo de regressdo linear ajustado sobre os dados
experimentais encontrados. O software estatistico utilizado foi o SISVAR, versao 5.3 (Build

77).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividades enzimaticas em meio BDA e SNA

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de
probabilidade para comparagdo das médias.

De acordo com a tabela 1, houve diferenca significativa entre os isolados dentro de
cada meio de cultura em relagdo ao indice enzimatico. O coeficiente de variagao (CV) foi de

9,32%, indicando uma 6tima precisao experimental (FERREIRA, 2000).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagdo do efeito dos isolados dentro de cada meio
de cultura em relagdo ao indice enzimatico.

Causa da Variagdo GL QM
Meios de Cultura 1 -
Isolados dentro de BDA 2 696408**
Isolados dentro de SNA 2 0,162508**
Residuo 18 0,0011590
Total 23 -
CV(%) 9,32

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

De acordo com a tabela 2, os isolados Colletotrichum gloeosporioides e Scytalidium
lignicola nao deferiram estatisticamente em relagdo ao indice enzimatico (Média = 0,72), e
superaram o isolado Fusarium solani, que nao apresentou atividade enzimatica dentro do
meio de cultura BDA. Por outro lado dentro do meio de cultura SNA, o isolado Fusarium
solani, teve o maior indice enzimatico (0,60) e superou os demais isolados, enquanto que o
isolado Scytalidium lignicola, apresentou menor indice enzimatico (0,21). J& o isolado
Colletotrichum gloeosporioides, teve o indice enzimatico intermedidrio entre Fusarium solani

e Scytalidium lignicola.

Tabela 2 — Efeito de isolados dentro de cada meio de cultura em relagdo ao indice enzimatico.

Isolados Meios de Cultura
BDA SNA
Fusarium solani 0,00 a 0,60 ¢
Colletotrichum gloeosporioides 0,71 b 0,31b
Scytalidium lignicola 0,73 b 0,21 a
Aso, 0,07 0,07

//: As médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Compararam-se os resultados entre a interagdo dos isolados com os meios e observou-se que

houve um crescimento acentuado de celulase excretado do isolado Fusarium solani quando
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cultivado em meio SNA, enquanto que nos isolados de Scytalidium lignicola e Colletotrichum
gloeosporioides, houve uma reducdo do halo de degradacdo em relagdo ao cultivo em meio
BDA, conforme mostra a Figura 14, que mostra o halo de degradacdo do isolado de
Scytalidium lignicola reduzido quando cultivado em meio SNA.

Figura 13: h = halo de hidroélise do isolado Scytalidium lignicola, sofreu reducao quando cultivado em meio
SNA, apos 2 dias (a), e apos 6 dias (b).

Fonte: O Autor.

Constatou-se também que o tempo de incubagdo dos isolados quando cultivados em
meio SNA foi maior do que quando incubado em BDA. Enquanto que o tempo de incubagao
dos isolados em BDA foi de 2 dias, no meio SNA foi de 6 dias.

Avaliando o isolado Fusarium em outros trabalhos, nota-se que a falta de atividade da
celulase no meio BDA, pode estar relacionada com o meio de cultivo de crescimento do
fungo, pH, temperatura ou com a origem do fungo, pois de acordo Yuan et al., (2012), que
avaliaram a produ¢do de celulase por Fusarium Oxysporum cultivado em meio BDA,
relataram que variaram a temperatura de incubacdo entre 25°C e 85°C, obtendo indice
enzimatico igual a 100 a 60°C, com pH igual a 4,8. Porém alterando o pH entre 2,8 a 10,3,
com temperatura constante a 50°C, obteveram melhor resultado com pH 5,3, relatando um
alto rendimento de celulase.

Por outro lado, Jahangeer et al., (2005), avaliaram a atividade enzimatica de celulases
do isolado Fusarium sp., da planta de trigo, cultivado em meio SDA (Sabouraud-dextrose-
agar) e obteve Indice Enzimético igual a 4,35. No entanto, esse resultado foi inferior em
relacdo a outras estipes de fungos comparado pelos autores, por apresentar resultados proximo
do indice enzimatico recomendado, por isso, definiram a estirpe Fusarium sp., como baixo
produtor de celulase.

O isolado de Fusarium solani, ndo apresentou halo de degradacdo quando cultivado

em meio BDA, provavelmente, produziu somente a quantidade de enzima para o crescimento
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da colonia. J4 em meio SNA apresentou atividade enzimatica (I.E. = 0,60), porém abaixo do
indice recomendado pela literatura (L.E. > 2).

Quando a atividade enzimatica ¢ maior que dois, uma zona clara fica em torno da
colonia de crescimento, ja quando menor que dois, fica no interior da colonia. Essa zona clara
(Figura 13) ¢ vista porque a solugdo de NaCl dilui o corante onde a celulose foi degradada em
acucar simples pela acdo da enzima celulase (PONNAMBALAM; DEEPTHI; GHOSH, et al.,
2011).

Figura 14 — Observagdo da zona clara que indica o halo de atividade enzimatica

Fonte: O Autor.

O isolado de Colletotrichum gloeosporioides, teve melhor desempenho na producao
de celulases, em relagdo ao Fusarium, porém, o indice enzimatico ficou abaixo do
recomendado. No entanto, outros estudos mostram discrepancia nos resultados, todavia,
observa-se que tais diferencas de resultados podem estar na origem flingica como também em
diferentes meios de cultivo. Tozze Junior et al., (2016), em sua pesquisa com Colletotrichum
do abacate, cultivado em meio BDA, obtiveram resultados de alta atividade catalitica para
celulose, onde a variacdo do halo de degradagdo foi entre 8 a 14 cm’.

Acosta-Rodriguez et al., (2005), avaliaram Colletotrichum lindermuthianum e
afirmaram que houve produ¢do de enzimas celuloliticas quando celulose foi usado como fonte
de carbono, atingindo maxima producdo aos 13 dias de incubagao.

Santoshkumar; Sujatha; Shivakrishna (2016), afirmaram que Scytalidium
thermophilum SKESMBKUO02, possui elevada atividade celulolitica a 45 °© C e pH entre 5,0 -
6,0. E que a as atividades de celulose foram mais elevadas em meios contendo glucose como
fonte de carbono seguido de xilose.

Jatinder; Chadha; Saini, (2006), relataram que palha de arroz induziu niveis maximos
de celulase. Também afirmaram que a adi¢cdo de etanol (1%, v/v) aumentou a producgdo de

endoglucanase em até oito vezes em Scytalidium thermophilum.
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O isolado Scytalidium lignicola, apresentou rapido crescimento em meio BDA, e
mesmo seu indice enzimdtico ter apresentando melhor resultado em relagdo aos outros
isolados, observou-se que o indice enzimatico ficou abaixo do recomendado pela literatura.
No entanto, alguns trabalhos, mostram que fungos Scytalidium apresentam potencial para a
producdo de celulases (SILVA et al., 2013). Muitas pesquisas utilizam Scytalidium para
produzir xilanases, utilizando principalmente residuos agroindustriais que apresenta boa
producdo dessas enzimas (JOSHI; KHARE, 2012).

A redugdo dos halos de degradagdes apresentados nos isolados de Scytalidium
lignicola e Colletotrichum gloeosporioides no meio SNA, mostram que alguns
microrganismos sofrem inibicdo de crescimento em meio de cultura contendo agucares
redutores e ndo redutores e nitrogénio, enquanto que, o isolado Fusarium solani, mostrou-se
favoravel para o crescimento de enzimas celuloliticas.

Joshi; Khare (2012) avaliaram que xilanase e celulase produzidas por Scytalidium t€ém
suas atividades enzimaticas reprimidas na presenca de glicose e frutose e também na presenca
de Sorbitol, manitol, glicerol e etanol quando colocados como suplementos no meio. Porém,
utilizando-se de sacarose e celobiose, obtiveram um aumento de 22% a 35% na atividade de
xilanase, e de 18% a 41% na produg¢do de celulase. O meio BDA contém glicose e amido da
batata como fonte de energia, enquanto que o meio SNA contém glicose e sacarose.

Os indices enzimaticos dos isolados cultivados em meio BDA e SNA ficaram abaixo
de 2. Em meio BDA o maior indice foi o do isolado Scytalidium lignicola, apresentado IE =
0,73. No meio SNA o maior indice enzimatico foi do isolado Fusarium solani, com IE = 0,60.

Esses resultados indicam que a batata como fonte de nutriente e a glicose como fonte
de acucar simples ndo foram suficientes para o isolado Fusarium solani produzir enzima
celulase, mas suficientes para os isolados Colletotrichum gloeosporioides e Scytalidium

lignicola.

5.2 Atividades Celuloliticas em meio liquido

5.2.1 Curva padrao de glicose

Foi realizada curva padrdao de glicose (Figura 15) para a determinacdo da atividade

enzimatica em meio liquido, utilizando o método DNS em espectrofotometro, proposto por

Miller (1959).
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Figura 15: Curva padrdo de glicose proposta por Miller (1959), utilizada para quantificar atividade enzimatica.
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Fonte: O Autor.

A atividade enzimatica foi determinada comparando as concentra¢des conhecida da
solu¢do de glicose da solu¢ao padrao com a solugdo de concentracdo desconhecida formada
(ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

A equagdo foi formulada por regressao da absorbancia pela concentracao, formando
uma equacdo linear, devido o grafico mostrar uma relacdo diretamente proporcional entre a
concentracdo ¢ a absorbancia e a curva ficar proximo de uma reta, como explica a lei de
Lambert-Beer. R? indica o valor de erros de medida experimental, que no caso da equagio
linear da reta o limite aceitavel € 0,95. O valor de R? vai até 1. Quanto mais préoximo de 1,
mais reta sera a curva (MARK; WORKMAN-JUNIOR, 2003).

A concentragdo de glicose excretada pelas enzimas dada pela absorbancia a 540nm,

foi convertida em pmol/mL™ para quantificar a atividade enzimatica.

5.2.2 Determinacao das atividades celuloliticas em meio liquido com diferentes

substratos

Na avalia¢do do potencial celulolitico dos isolados, empregaram-se as trés diferentes
fontes de carbono e cinco variagdes de tempo, observou-se na analise de variancia que houve
diferenca significativa de 1% de probabilidade entre os isolados e entre os substratos em
relacao a UEA.

Segundo a tabela 3, houve diferenca significativa a 1% de probabilidade para as
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regressoes linear, quadratica e de quarto grau em relacdo a UEA, indicando que a equagdo de
quarto grau explica a UEA em fun¢do dos tempos de avaliagdo. Observou-se também a
diferenca significativa a 1% de probabilidade entre as interagdes Isolado x Substrato (I X S),
Isolado x Tempo de Avaliagdo (I X TA), Substrato x Tempo de Avaliagdo (S X TA) e
Isolados x Substratos x Tempo de Avaliagdo (I X S X TA), em relagdo a UEA, indicando que

existe dependéncia entre os trés grupos de tratamentos avaliados.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagdo do efeito de isolados em diferentes
substratos avaliados em diferentes tempos em relagdo a UEA.

Causa da Variagdo GL QM
Isolados (I) 2 16,889887**
Substratos (S) 2 6,268962%*
Tempos de Avaliagdo (TA) “) -
Regressdo Linear 1 118,622840**
Regressao Quadratica 1 1,552224%**
Regresséo Cubica 1 0,117361™
Regressao de 4° Grau 1 1,212650**
Interacao I X S 4 12,137473%*
Interagdo I X TA 8 0,410594%**
Interacdo S X TA 8 0,578521%**
Interacdo I X S X TA 16 0,351883**
Residuo 135 0,101258
Total 179 -
CV (%) 9,43

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
ns: Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A Tabela 4 e as figuras 16, 17 e 18, mostram que dentro do substrato
carboximetilcelulase o isolado Colletotrichum gloeosporioides teve maior UEA e deferiu dos
demais isolados, enquanto que o isolado Fusarium solani teve menor UEA. Por outro lado, o

isolado Scytalidium lignicola teve o valor de UEA intermediario entre os outros dois isolados.

Tabela 4 — Efeito dos isolados dentro do substrato carboximetilcelulase em relagdo a UEA.

Isolados Substrato
cMC
Fusarium solani 3,03a
Colletotrichum gloeosporioides 4,80c
Scytalidium lignicola 3,30b
Aso, 0,24

*: CMC - Carboximetilcelulase.

Utilizando carboximetilcelulase como substrato, observa-se que a menor atividade
Enzimatica para Scytalidium lignicola foi de 2,10 e a maior foi de 4,10 UEA. Para

Colletotrichum gloeosporioides a menor atividade enzimatica foi de 2,70 e a maior foi de 5,9
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UEA. Ja para o isolado Fusarium solani a menor atividade foi de 1,40 e a maior foi de 4,30

UEA.

Figura 16: Atividade enzimatica do isolado Scytalidium lignicola. em meio de cultura liquido, suplementado
com 0,5% de carboximetilcelulase.
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Fonte: O Autor.

Figura 17: Atividade enzimatica do isolado Colletotrichum gloeosporioides em meio de cultura liquido,
suplementado com 0,5% de carboximetilcelulase.

Fungo: Colletotrichum gloeosporioides
Substrato: Carboximetilcelulase
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Fonte: O Autor.

36



Figura 18: Atividade enzimatica do isolado Fusarium solani em meio de cultura liquido, suplementado com
0,5% de carboximetilcelulase.
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Fonte: O Autor.

Para o substrato farinha de palma, a tabela 5 e as figuras 19, 20 e 21 mostram que o
isolado Scytalidium lignicola teve a maior UEA e deferiu dos demais isolados, enquanto que
o isolado Fusarium solani apresentou menor valor de UEA. Por outro lado, o isolado
Colletotrichum gloeosporioides teve valor de UEA intermediario entre os outros dois

1solados.

Tabela 5 — Efeito dos isolados dentro do substrato farinha de palma em relagdo a UEA.

Isolados Substrato "
FP’
Fusarium solani 2,50a
Colletotrichum gloeosporioides 3,15b
Scytalidium lignicola 4,42¢
Aso, 0,24

*FP: Farinha de Palma Forrageira.

Utilizando farinha de palma como substrato, observa-se que a menor atividade
Enzimatica para Scytalidium lignicola foi de 3,30 e a maior foi de 5,60 UEA. Para
Colletotrichum gloeosporioides a menor atividade enzimatica foi de 2,10 e a maior foi de 4,00
UEA. J4 para o isolado Fusarium solani a menor atividade foi de 1,60 e a maior foi de 3,30

UEA.
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Figura 19: Atividade enzimatica do isolado Scytalidium lignicola em meio de cultura liquido, suplementado
com 0,5% de farinha de palma forrageira.
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Fonte: O Autor.

Figura 20: Atividade enzimatica do isolado Colletotrichum gloeosporioides em meio de cultura liquido,
suplementado com 0,5% de Farinha de palma forrageira.

Fungo: Colletotrichum gloeosporioides
Substrato: Farinha de palma
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Fonte: O Autor.
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Figura 21: Atividade enzimatica do isolado Fusarium solani em meio de cultura liquido, suplementado com
0,5% de Farinha de palma forrageira.
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Fonte: O Autor.

Para o substrato farelo de trigo, a tabela 6 e as figuras 22, 23 e 24 mostram que o
isolado Scytalidium lignicola apresentou maior valor de UEA e deferiu-se dos demais

substratos. Os outros dois isolados ndo deferiram entre si, apresentando os menores valores de
UEA.

Tabela 6 — Efeito dos isolados dentro do substrato farelo de trigo em relagdo a UEA.

Isolados Substrato "
FT
Fusarium solani 2,79a
Colletotrichum gloeosporioides 2,83a
Scytalidium lignicola 3,58b
Aso, 0,24

//: As médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Turkey a 5% de probabilidade.
*FT: Farelo de Trigo.

J& utilizando farinha de palma como substrato, observa-se que a menor atividade
Enzimatica para Scytalidium lignicola foi de 3,00 e a maior foi de 4,70 UEA. Para
Colletotrichum gloeosporioides a menor atividade enzimatica foi de 1,70 e a maior foi de 3,90

UEA. J4 para o isolado Fusarium solani a menor atividade foi de 1,50 e a maior foi de 3,90
UEA.
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Figura 22: Atividade enzimatica do isolado Scytalidium lignicola em meio de cultura liquido, suplementado com

0,5% de farinha de farelo de trigo.
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Fonte: O Autor.

Figura 23: Atividade enzimatica do isolado Colletotrichum gloeosporioides em meio de cultura liquido,
suplementado com 0,5% de farelo de trigo.
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Fonte: O Autor.
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Figura 24: Atividade enzimatica do isolado Fusarium solani em meio de cultura liquido, suplementado com
0,5% de farelo de trigo.
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Fonte: O Autor.

Ja os resultados em relacdo ao tempo de incubagdo (Tabela 5), mostraram que no
tempo de 2 minutos o isolado Scytalidium lignicola apresentou o maior valor de UEA
deferindo-se dos demais isolados, enquanto que o isolado de Fusarium solani apresentou o
menor valor de UEA. Por outro lado, o isolado Colletotrichum gloeosporioides apresentou

valor intermediario entre os outros dois isolados, deferindo-se estatisticamente destes.

Tabela 7 — Efeitos de isolados dentro de cada tempo de avaliacdo em relacdo a UEA.

Isolados Tempos de Avaliagdo (min.)
2 4 6 8 10
Fusarium solani 1,50a 1,91a 3,14a 3,47a 3,84a
Colletotrichum gloeosporioides 2,17b 3,11b 3,84b 4,23b 4,61b
Scytalidium lignicola 2,80c 3,18b 3,88b 4,16b 4,80b
Aso, 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31

//: Nas colunas, as médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Turkey a 5% de probabilidade.

Nos tempos de 4, 6, 8, e 10 minutos, os isolados Coletotrichum gloeosporioides e
Scytalidium lignicola ndo deferiram estatisticamente entre si, € apresentaram 0s maiores
valores de UEA. No entanto, o isolado Fusarium solani deferiu estatisticamente destes,
apresentando menor valor de UEA.

Todos os isolados apresentaram potencial de produ¢do de enzimas em meio liquido

que segundo a literatura ¢ acima de 1 umol de glicose por mL'min™'. Sendo que, o de maior
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destaque foi o isolado de Scytalidium lignicola, apresentando maior produ¢do em menor
tempo de resposta.

Os isolados Scytalidium lignicola e Colletotrichum gloeosporioides, apresentaram
melhor desempenho que o isolado Fusarium solani. A variagdo do substrato mostra o quanto
especifico um substrato ¢ para cada tipo de fungo utilizado para a produgdo de enzimas.

Como todos os isolados, apresentaram crescente atividade enzimadtica, ¢ necessario
fazer uma andlise do tempo de incubagdo para verificar uma 6tima producao de celulases e o
seu tempo de decaimento.

Os substratos de farinha de palma, farelo de trigo e carboximetilcelulose apresentaram
bons resultados na producdo de enzimas para os isolados de Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium solani e Scytalidium lignicola. Porém, ¢ necessario substituir os reagentes
utilizados como macro e micronutrientes por residuos agroindustriais que apresente
desempenho parecido com os produtos quimicos, a fim de reduzir os custos nos processos de
producdo de enzimas (CUNHA et al., 2016).

A maioria das pesquisas com Scytalidium para produgdo de celulases utilizam
Scytalidium termofilico. Santoshkumar et al., (2016) utilizaram a estirpe Scytalidium
thermophilum SKESMBKUO(?2 de esterco de gado. Em meio contendo glicose como fonte de
carbono e peptona como fonte de nitrogénio obteveram alta atividade enzimatica a 45°C e pH
entre 5,0 e 6,0. Também relataram que celulases produzidas pela estirpe Scytalidium
thermophilum skesmbku(2 foi altamente estdvel em pH 8,0 e temperatura de 75°C,
mostrando-se mais estavel em altas temperaturas e pH alcalino.

Bhavsar et al. (2015), cultivaram a estirpe Aspergillus niger em meio BDA e relataram
que variaram o pH entre 4,0 ¢ 6,5 ¢ obtiveram melhor produtividade de celulases com pH
igual a 4,8. Também variou a temperatura entre 28°C e 30°C, obtendo maior producao de
celulases a 28°C. Por isso, neste trabalho, utilizou-se temperatura de incubagao a 28 0C, por se
tratar de microrganismos mesofilicos, e pH 4,8.

Jatinder et al. (2006), avaliaram a produgao de enzimas celuloliticas e hemicelulases
do fungo Scytalidium thermophilum de compostagem do solo, utilizando palha de arroz e
farelo de trigo como substrato obtendo altos valores de celulases e xilanases. A producdo de
celulases da estirpe Scytalidium lignicola avaliada neste trabalho ¢ inferior aos resultados
relatados por Santoshkumar; Sujatha; Shivakrishna (2016), e Jatinder et al. (2006).

Ramanathan; Banupriyaand; Abirami (2010), relataram que Fusarium oxysporum da

planta de tomate apresentou melhor da atividade enzimatica de celulase com pH igual a 6
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alcancando 0,6 Ul/mL, enquanto que com pH igual a 5 a atividade de celulase foi apenas de
0,2 Ul/mL. Relataram ainda, que a temperatura de incubag@o que apresentou melhor atividade
enzimatica foi 50 °C. Avaliando glicose, celulose, sacarose e lactose como fonte de carbono,
obtiveram melhor resultado com lactose. Também avaliaram que os cations s6dio, magnésio e
sal EDTA agem como inibidores na produgdo de celulase. Quanto ao tempo de fermentagdo
no estado liquido, relataram um aumento gradativo até o oitavo dia, e que depois disso, houve
reducgdo da atividade enzimatica.

Entretanto YUAN et al., (2012), em sua pesquisa, relataram que a estirpe Fusarium
oxysporum H57-1, da planta de linho, teve melhor atividade celulolitica a 60 °C com pH igual
ad.g.

Morais et al., (2016), avaliaram a producdo de enzimas celulase, utilizando varias
estipes de Fusarium e Colletotrichum da mandioca, utilizando carboximetilcelulase a 1%
como fonte de carbono e pH igual a 5, relataram valores maximo de 23,13 U/mL de FPAse e
para CMCase 1,20 U/mL, para a estipe de Colletotrichum gloeosporioides URM 7124 ¢
apenas 5,89 U/mL de FPAse para Fusarium oxysporum URM 7082. Esses resultados, assim
como os resultados apresentados neste trabalho, mostra que a estirpe Fusarium apresenta
menor atividade enzimatica para celulases que as outras estirpes de fungos.

A producao de celulases da estirpe Scyrtalidium lignicola avaliada neste trabalho, ¢
inferior aos resultados relatados por Santoshkumar; Sujatha; Shivakrishna (2016), e Jatinder
et al.. (2006). Ja o resultado de celulases por Colletotrichum gloeosporioides, também foi
inferior ao que foi relatado por Morais et al., (2014). Somente a atividade enzimatica de
celulases por Fusarium solani, mostrou-se compativel com os resultados de Morais et al.,
(2016).

Esta pesquisa mostrou a eficiéncia de residuos agroindustriais, farinha de palma
forrageira e farelo de trigo utilizado como substrato na produgdo da enzima celulase, que
podem reduzir o custo dos processos industriais, viabilizando a produ¢ao em escala industrial.

Utilizou-se farinha de palma como substrato, porque os fungos utilizados neste
trabalho foram da palma forrageira. J4 o uso de farelo de trigo foi utilizado devido a relatos de
alta produtividade de celulases utilizando esse substrato. (SILVA et al., 2005; COURI et al.,
2000).
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6 CONCLUSOES

A avaliagdo da atividade enzimatica pelo método de vermelho congo apresentou
resultados divergentes dos isolados quando cultivados em meio BDA ¢ SNA. No meio BDA,
a atividade enzimatica ¢é mais propicia para Scytalidium lignicola. e Coletotrichum
gloeosporioides que ndo deferiram estatisticamente na producdo de celulases, enquanto que
para Fusarium solani nao é recomendado, por ndo ter apresentado atividade enzimatica.
Porém, deve-se testar outros valores de pH e temperatura para Scytalidium lignicola e
Coletotrichum gloeosporioides, pois podera ser possivel melhorar os resultados, conforme
constatado em outras literaturas.

O meio SNA pode ser indicado para a producdo de celulases por Fusarium solani,
porém, deve-se avaliar melhor desempenho alterando pH, temperaturas e tempo de incubagao.
Enquanto que Scytalidium lignicola e Coletotrichum gloeosporioides, ndo ¢ indicado para este
tipo de meio, por ter apresentado reducao da atividade enzimatica.

A producdo de enzimas pelo método de fermentagao submersa apresentou melhores
resultados para os trés isolados. No entanto o isolado Fusarium solani, demostrou menor
producdo de enzimas do que Scytalidium lignicola e Colletotrichum gloeosporioides, nos
substratos carboximetilcelulase e farinha de palma e intermedidrio com farelo de trigo, por
nao deferir do isolado Colletotrichum gloeosporioides, porém ndo sobressaiu ao isolado
Scytalidium lignicola.

O isolado Scytalidium lignicola apresentou melhor producdao enzimdatica em relacao
aos demais isolados; nos substratos farelo de trigo e farinha de palma, enquanto que
Colletotrichum gloeosporioides se sobressaiu em carboximetilcelulase.

Os resultados evidenciam grande potencial dos substratos farelo de trigo e farinha de
palma na producao de celulases e que podem ser melhorados alterando valores de pH,
temperatura e tempo de incubagao.

Os fungos fitopatogénicos da palma forrageira apresentam-se como grande potencial
na producdo de enzimas celulases, na produ¢do em meio liquido que podem ser empregado

em diversos segmentos industriais.
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7 PESPECTIVAS

1 — Realizar a purifica¢do da enzima celulase;

2 — Determinar a contagem de células vidveis;

3 — Determinar o nimero de endosporos;

4 — Caracterizar o extrato bruto da enzima celulase;

5 — Determinar a massa molecular da celulase;

6 — Determinar a concentragdo de proteina;

7 - Realizar analise de DNA;

8 — Avaliar diferentes temperaturas e pH no meio de induc¢ao de enzimas;

9 — Avaliar outros meios de cultura para indugao de celulases.

10 — Avaliar e comparar produ¢do de celulase em fermentagao solida e submersa.
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