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RESUMO

Com o acentuado crescimento do agronegécio brasileiro ha o proporcional
crescimento de residuos agroindustriais remanescentes dos processos de producéao,
em gue sua maioria tem os lixdes e aterros sanitarios como destinacao final, fato este
gue nao contribui positivamente para a manutencao da sustentabilidade. Dessa forma,
buscou-se atribuir um uso economicamente atrativo para a fibra da casca do coco
verde (Cocos nucifera L.), servindo esta de substrato alternativo para fermentacdo em
estado solido pela acdo de fungos como: Aspergillus sp. e Paecilomyces sp. com a
finalidade de produzir enzimas celuloliticas. Para tal, a fibra da casca do coco verde
foi preparada com processos de moagem e secagem, e caracterizada quanto ao teor
de sélidos soluveis, aglcares redutores totais, pH, umidade e densidade aparente.
Subsequentemente, a umidade foi ajustada para 70% e foram inoculados 1x10’
conidios em suspensdo por grama de substrato em 10 frascos de 250mL para cada
fungo, contendo 10g de substrato cada durante 216 horas, cada frasco foi coletado a
cada 24 horas, para obtencdo do extrato enzimético bruto (EB). Os parametros do
processo (atividade enzimatica, temperatura e pH étimos e termoestabilidade) foram
analisados utilizando o EB, no qual aliquotas foram retiradas para determinacdo da
atividade enzimatica sacarificante pelo método DNS (&cido 3,5-dinitro salicilico).
Avaliou-se endoglucanases e celulases totais, bem como, e verificou-se que a maior
atividade enzimatica para endoglucanases de Aspergillus sp. foi nos periodos de 168
e 192 horas, pH 5 e temperatura de 55°C, e para celulases totais utilizando o mesmo
fungo foi nos periodos de 192 e 216 horas, com pH 6timo de 5 e temperatura 6tima
de 65°C. Para Paecilomyces sp as celulases totais tiveram producéo 6tima em 120 e
192 horas, pH 5 e temperatura de 40°C. As endoglucanases de ambos os fungos
mostraram-se termoestaveis. Assim sendo, os resultados obtidos demonstram que a
producdo enzimatica celulolitica foram satisfatorios, quando se pensa em
escalonamento para o nivel industrial, sendo a fibra da casca do coco verde um
potencial candidato a substrato para producao de celulases fungicas.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido, Aspergillus sp., Paecilomyces sp.,
Celulases, Residuo Agroindustrial.



ABSTRACT

With the strong growth of Brazilian agribusiness there is the proportional growth of
remaining agroindustrial residues of the production processes, in which most of them
have the landfills and sanitary landfills as final destination, a fact that does not
contribute positively to the maintenance of sustainability. In this way, an economically
attractive use was made of the fiber of the green coconut shell (Cocos nucifera L.),
serving as an alternative substrate for solid-state fermentation by fungi such as:
Aspergillus sp. and Paecilomyces sp. with the purpose of producing cellulolytic
enzymes. For this, the green coconut shell fiber was prepared with milling and drying
processes, and characterized as soluble solids content, total reducing sugars, pH,
moisture and apparent density. Subsequently, the moisture was adjusted to 70% and
1x107 suspended conidia per gram of substrate was inoculated into 10 250mL vials for
each fungus, containing 10g of substrate each for 216 hours, each vial was collected
every 24 hours to obtain crude enzyme extract (EB). The process parameters
(enzymatic activity, optimum temperature and pH and thermostability) were analyzed
using EB, in which aliquots were removed to determine the saccharifying enzymatic
activity by the DNS (3,5-dinitro salicylic acid) method. Endoglucanases and total
cellulases were evaluated as well, and it was found that the highest enzymatic activity
for endoglucanases of Aspergillus sp. was in the periods of 168 and 192 hours, pH 5
and temperature of 55 °C, and for total cellulases using the same fungus was in the
periods of 192 and 216 hours, with optimum pH of 5 and optimum temperature of 65
°C. For Paecilomyces sp. the total cellulases had optimal production in 120 and 192
hours, pH 5 and temperature of 40 °C. Endoglucanases from both fungi were
thermostable. Therefore, the results obtained demonstrate that the cellulolytic
enzymatic production was satisfactory when it is thought to be staggered at the
industrial level, and the green coconut shell fiber is a potential substrate candidate for
the production of fungal cellulases.

Key words: Solid-state fermentation, Aspergillus sp., Paecilomyces sp., Cellulases,
Agroindustrial Residue.



SUMARIO

L INTRODUGAO. ... .ottt ettt s nanes 14
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ...ttt 16
2.1 SUBSTIALO. ... 16
2.1.1 COCOICURUIAL ...t 16
2.1.1.1 COCO VEIUE. ... .eviiiieeeeiiiieiee ettt 19

2.1.1.2 Produtos d0 COCO VEITE........cceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 19

2.1.1.3 Residuo dO COCO VEIdE.........c.cocuuvreieeeiiiiiiieee e 21

2.1.1.4 CasCa do COCO VEIUE.......ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 21

2.1.1. 4.1 CelulOSe......cceeiiiiiiiiiiiiee et 22

2.2 Microrganismo para fermentagcdo em estado SOldO............cccceevviiiiiieeeennn 23
2.2.1 ASPEIQIllUS SP..eeeeeeiiiiicee e 23

2.2.2 PEAECIHOMYCES SP..viiiiiiiiiieeeee ettt 25

2.3 ENZIMAS fUNQICAS......cccoi i e 26
2.3.1 CelUIASES. .....coieeieieeeee et 26
2.3.1.1 Celulase tOtalS. ......ccueeeeiiieeeeiiieeiie e 26

2.3.1.2 ENdOgIUCANASES...........oovvrieiiiiiiiicecie e ee e 26

2.4 ENZIMAS N INAUSTIA. ......eeeeiieeiiiiiie et eee e 27
2.4.1 Celulases Na iNAUSHIA. ........cceeiiiiiiiiie e 28

2.5 Fermentagdo em estado SOlido (FES)..........ccoviiiiiiiiiieiiiiiiece e 28
2.5.1 Vantagens da fermentacdo em estado sélido............................... 29

2.5.2 Limita¢cOes da fermentacdo em estado sélido...............c.cccvveeeee. 29

2.6 Fatores que influenciam o processo fermentativo.............cccceoeeveviiiineeeenen, 29
281 PHo oottt 29

A I =T 01 0T - LU U 30

2.6.3 UMIAE......cuiiiiiiiiiiiiiie e 30

2.0.4 INOCUID. ..t e e e e ettt 30



2.6.5 Substrato empregado............ccceiiiiiieee e 30

S OBUIETIVO . ettt e e e s 32
T @] o] =111V o I o =] -1 P 32

3.2 ODbjetiVo €SPECITICO. ...uuuuiiiiiie e e e 32

A METODOLOGIA . et e et e e e e e e e et e e e e e ee e e ee e 33
4.1 Microrganismo € INOCUIO............ceuvviiiuiiiiiiie e e 33

4.1.1 MICrOIrganiSIMO......cceeeeeerurrrnrnnnnaaaaeaeeaeaeaeeeeeeeeeereesnnssnnnn s aaaaeaeens 33

4. 1.2 INOCUIO....coi et 34

4.2 Preparo da fibra da casca do COCO VErde...........cccuuvummiiiiiiiiiiieeeeeeaennnenane 34

4.3 Caracterizacao da fibra do COCOVErde..........ccooviiiiiiiiiiiiccree e, 36

4.3.1 Teor de sOlidos SOlUVEIS (PDIiX).......uueeeiieiiiiiiiiee e 36

4.3.2 Densidade aparente...........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiieie e e, 36

B33 PH oo 36

A.3.4 UMIAAE.......coiiiieiiiiee ittt e 36

4.3.5 Teor de acUcares redutores totaiS........ccceeeeeeeeeeeeeieeeveeeeeveas 37

4.4 ProCess0 fErMENTALIVO. .........viiiiiiiiieieee e 37

4.4.1 Obtencao do extrato bruto enzimatico.............cceevvvvvvviviiieeeee e, 37

4.4.2 Analise do extrato bruto enzimatiCo............ccvveeeeeiiiiiiiiiee e, 39

QA2 0 PH. e 39

4.4.2.2 Determinagéao da atividade da celulase total................... 39

4.4.2.3 Determinacao da atividade da endoglucanase................ 40

4.4.2.4 Determinacéo de pH 6timo para celulase total................ 40

4.4.2.5 Determinacado de temperatura 6tima................ccccvvvnnnnnn. 42

5 RESULTADO E DISCUSSAOQ ....oiiiieeee ettt st en e 43
5.1 Caracterizacao da fibra do COCO Verde.........ccooeevviiieeeiiiieiiieee 43

5.2 Processo fermentatiVo...........cooueeiiiiiiiiiii e 43

5.2 L PHAO MEIO...cuiiiiiiiiiiieeee et 44

5.2.2 Atividade celulolitica total...........c.ueviiieiiiiiiiiieeee e 44

5.2.3 Atividade celulolitica CMCaSe........oeeeeeeeee e 46



5.2.4 Influéncia do pH na atividade enzimatica celulase total................. 48
5.2.5 Influéncia do pH na atividade enzimética endoglucanase............. 50
5.2.6 Influéncia da temperatura na atividade celulolitica total................ 53

5.2.7 Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

LT pT0 (o]0 ] [0 T0r=T g F= TS PP PPRUPRR 55

5.2.8 Avaliacdo da termoestabilidade.............ccccceeeiiiiiiiiieeeiiieeeeeeiis 58

B CONCLUSOES. ...ttt 59
T PERSPECTIV A S . et e e e e e e e e eea e 60

B8 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt eaene e 61



14

1 INTRODUCAO

O acentuado crescimento do agronegécio brasileiro o coloca em posicdo de
destaque no processo de desenvolvimento do pais, sendo responsavel por 21,6% do
PIB em 2017, 43% das exportacoes e 37% dos empregos (CEPEA, 2018). Os
significativos avangos implicaram no aumento do consumo de insumos e da geragao
de residuos nas atividades agropecuarias (MATTOS et al. 2011).

Dentro do agronegodcio brasileiro, esta incluida a producédo de coco verde
(Cocos nucifera), que faz com que o pais seja o quarto maior produtor do fruto, com
uma producdo anual equivalente a 4,6% de um total mundial de 55 milhGes de
toneladas, atrds apenas de paises asiaticos como Indonésia, Filipinas e india.
Percebe-se que a producao de coco verde, majoritariamente, esta atrelada as regides
tropicais, impactando desta forma socioeconomicamente as regides anteriormente
referidas, gerando divisas, empregos, renda e alimentacdo (FAOSTAT, 2015).

A procura por alimentos naturais, a aplicacdo de tecnologias de
processamento, as novas alternativas de apresentacao do produto e a perspectiva de
sua exportacdo contribuem para aumentar o consumo do coco verde e incrementar
sua rentabilidade ao longo do ano, culminando em uma natural tendéncia de aumento
da producao, fato que promove uma consequente elevacao na geracéo de residuos
sélidos (cascas), pois o0 coco verde € consumido de diversas formas nos diferentes
paises, mas varias partes do fruto ndo sdo comestiveis e representam cerca de
metade do peso do fruto, que geralmente pesa mais de 1 kg em massa fresca, fato
gue permite afirmar que um copo de 250mL de 4gua de coco gera mais de um quilo
de residuo (SPC, 1983; ARAGAO et al., 2002; PASSOS; CARDOSO; ARAGAO, 2009;
MATTOS et al. 2011).

O aumento do consumo de agua de coco verde e a vocacgdo natural para sua
industrializacdo vém causando problemas de disposicao final do residuo gerado, ou
seja, as cascas do fruto (ROSA, et al. 2001).

Nos ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada para minimizacao ou
reaproveitamento de residuos solidos gerados nos diferentes processos industriais.
Os residuos provenientes da industria de alimentos envolvem quantidades apreciaveis
de casca, carocgo e outros. Esses materiais, além de fonte de matéria organica, servem
como fonte de proteinas, enzimas e 0leos essenciais, passiveis de recuperacdo e
aproveitamento (ROSA, et al. 2001).

O rejeito da industria convencional do coco maduro pode ser usado como
combustivel para caldeiras, ou na manufatura de cordoalha, tapetes, estofamentos e
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capachos. Estudos sugerem ainda a utilizacdo do residuo da casca na agricultura
intensiva, principalmente no cultivo de plantas ornamentais e hortalicas (MURRAY,
2001; OHLER, 1986). Ja no caso do coco verde, tanto a alta umidade (cerca de 85%)
quanto as caracteristicas da fibra desencorajam algumas aplicacdes usualmente
empregadas com a casca do coco seco, sendo essas fibras descartadas e destinadas
a aterros sanitarios (ROSA et al., 2001).

Dessa forma, tornar viavel o aproveitamento da casca do coco verde, gerado
tanto como residuo industrial quanto como lixo urbano, significaria mais uma
alternativa de lucro para os sitios de producédo e uma solucéo para o acumulo desse
residuo em aterros sanitarios. Assim sendo, uma das alternativas para a casca de
coco verde é 0 seu aproveitamento em processos fermentativos, como a producédo de
enzimas. (COELHO et al., 2001).

Os processos fermentativos que envolvem o crescimento e o metabolismo de
microrganismos, como os fungos filamentosos, por exemplo, em um substrato solido
ou suporte, com completa ou parcial auséncia de agua, sdao denominados de
fermentacdo em estado solido (FES) (ROCHA, 2010). Como a maioria dos rejeitos
agroindustriais, a fibra do coco verde contém grande quantidade de compostos como
celulose, hemicelulose, pectina e outros, ndo havendo necessidade de grandes
complementacdes nutricionais para o adequado desenvolvimento microbiano e
servindo estes compostos como indutores para a produgéo de enzimas extracelulares,
tais como celulases, xilanases, pectinases e outras. (COELHO et al., 2001;
GONCALVES et al., 2014, 2015)

As enzimas de uso industrial representam 60% do mercado mundial. Dentre
elas se destacam o grande uso de amilases, com uma projecao de 25,4%, celulases
(17,1%) e lipases (7,2%), s6 para este ano de 2009. (Monteiro & Silva, 2009).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi verificar a producéo enzimética pelos
fungos Aspergillus sp. e Paecilomyces sp. utilizando como substrato a casca do coco
verde, sem aditivos nutricionais, pelo sistema de cultivo de fermentacdo em estado
solido.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Substrato

2.1.1 Cocoicultura

Em 1553, o coqueiro foi introduzido no Brasil pelos portugueses, no estado da
Bahia, mas 287 anos depois, em 1840, foram iniciadas plantacdes para fins
comerciais, devido ao desenvolvimento do primeiro processo industrial de fabricacao
de sabdo que demandava Oleo de coco (HARRIES, 1978; SIQUEIRA; ARAGAO;
TUPINAMBA, 2002; MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014).

No inicio do século XX, a cocoicultura expandiu-se mundialmente e o Brasil
passou em 1942, de 139 milhdes de frutos para 1,3 bilh6es de frutos em 2001.
(HARRIES, 1978; GUTIERREZ-CUENCA; COSTA, 2001).

Por se adaptar melhor em areas tropicais, 0 coqueiro tem sua maior
produtividade em paises que possuem esse clima, como mostrado na figura 1, onde
o Brasil ocupa o quarto lugar nesse ranking com uma producao de 2,8 milhdes de
toneladas por ano e responsavel por 4,6% da producéo mundial de coco verde (Figura
2), sendo o Unico pais dentre os cinco primeiros que nao pertence ao continente
asiatico, onde estes s&o Indonésia, Filipinas, india e Sri Lanka (FAO, 2015).

Figura 1 — Maiores paises produtores de coco verde. Producao anual em milhfes de
toneladas.

Os maiores do mundo
Produc&o de cocos (milhées de toneladas)
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Fonte: FAO, 2015.
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Figura 2 — Porcentagem da producdo mundial de coco verde.
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Fonte: FAO, 2015.

Percebe-se na figura 3 que a producéo de coco no Brasil, desde 1990, esta em
crescimento continuo, fato que chama atencdo visto a geracdo de residuos
proporcional ao esse crescimento da producéo.

Figura 3 - Producédo anual de coco verde no Brasil entre 1990 e 2016.
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Fonte: IBGE, 2018.

Dentro do Brasil, pode-se dividir a producdo de coco entre as grandes regioes,
em que o Nordeste se sobressai as demais com uma produc¢éo de quase 1.400.000
toneladas de coco verde em 2016 (Figura 4), devido a sua adaptacao ao clima tropical.
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Quando se nota que a producao de coco verde mundial por ano chegou a 60,7
milhdes de toneladas, torna-se preocupante o fato de mais da metade do fruto é
descartado como lixo (PASSOS; CARDOSO; ARAGAO, 2009).

Figura 4 — Producéo anual de coco no Nordeste brasileiro entre 1990 e 2016.
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Fonte: IBGE, 2018.

A Paraiba ocupa o 8° lugar no ranking entre os Estados produtores de coco no
Brasil, com uma producdo em cerca de 35.000 toneladas de coco em 2016 (Figura 5).

Figura 5 — Producéo de coco verde no Estado da Paraiba entre 1990 e 2016.
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2.1.1.1 Coco verde

A espécie Cocos nucifera é a Unica no género Cocos e pertence a familia
Arecaceae (LIANG et al., 2014). Variedades como Typica (var. Gigante) e Nana (var.
And) possuem grande impacto nos ambitos socioecondmico, agroindustrial e no
agronegadcio no Brasil e no mundo (FRUTAS DO BRASIL, 2002).

O coco verde (Figura 6) € uma drupa fibrosa. O epicarpo € uma pelicula fina e
lisa que envolve externamente o fruto, com coloragdo variavel de verde a marrom. O
mesocarpo é caracterizado por uma camada bastante grossa e fibrosa e o endocarpo
é lenhoso, durissimo, de coloracéo escura e utilizado para fins industrial e artesanal.
Entre o endocarpo e o endosperma, existe uma fina camada de coloragdo marrom
(tegumento), aderida fortemente ao albumen sélido que constitui a polpa (BENASSI
et al., 2007).

Figura 6 — Coco verde com sete meses de idade, considerado pronto para uso.
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Fonte: Assis et al., 2000.

2.1.1.2 Produtos do coco verde

Do coqueiro é possivel manufaturar diferentes partes da planta, obtendo-se
produtos dos mais diversos, que podem ser bebidas, alimentos, produtos quimicos,
Oleos e utensilios domésticos (PERSLEY, 1992). Na Figura 7 € possivel observar as
potencialidades das partes constituintes do coco verde para a producao de produtos.
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Figura 7 — Potencialidades agroindustriais do coco em estagio de maturacéo
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Fonte: NUNES, 2002.

Dentre os produtos do coco verde, a &gua € considerada a mais promissora no
mercado brasileiro, com um crescimento estimado de 20% ao ano. Mas, com o0
aumento do consumo da 4gua de coco aumenta também a geragéo de casca de coco
verde, subproduto que é responsavel por 70% do total de lixo gerado no litoral dos
grandes centros urbanos (Figura 8) do Brasil, sendo este um residuo de dificil

degradacdo que acaba por se acumular nos aterros sanitarios (BARROSO, 2005).

Figura 8 — Descarte de coco verde no litoral de Fortaleza.

Fonte: Santos, 2003.
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2.1.1.3 Residuo do coco verde

Estima-se que sejam descartados no Brasil cerca de 7 milhdes de toneladas de
coco por ano, onde a cada 125 cocos descartados, apds consumo de sua agua, estes
ocupam 1 m?3 de espaco nos aterros, com um tempo médio de decomposi¢do desses
residuos, provenientes do pés-consumo, de 12 anos (CINTRA et al., 2009; MARTINS;
JESUS, Jr, 2011).

Em regibes urbanas o lixo proveniente do consumo do coco verde gera
transtornos a populacao, pois este residuo possui grandes peso e volume, sendo dificil
descarta-lo dentro das lixeiras publicas, e quando assim de consegue estas muitas
vezes sdo danificadas, extravasando o seu contetdo e poluindo as vias urbanas,
contribuindo com os alagamentos devido ao entupimento das redes de esgoto e sendo
vetores para doencas de ampla veiculacdo (ROSA et al. 2001; SENHORAS, 2004).

Como alternativa para a utilizagdo desse subproduto e de outros residuos
lignocelulésicos agroindustriais, pode-se utiliza-los como substrato para producéo de
enzimas na fermentacdo em estado solido (FES) que podem ser aplicadas como
aditivos de alimentos de ruminantes, nas industrias téxtil, de alimentos, detergentes e
na producéo de bioetanol de segunda geracdo (OJUMU, et al., 2003; GRAMINHA et
al., 2008; SINGHANIA et al., 2010).

2.1.1.4 Casca do coco verde

A biomassa lignocelulésica, geralmente contém 30-45% de celulose, 25-30%
de hemicelulose e 25-30% de lignina. Esses trés principais componentes representam
juntos cerca de 90% da massa seca da biomassa. O percentual restante (10%) é
constituido por pectina, proteina, cinzas e extrativos (materiais ndo estruturais
soluveis, tais como acgucares nado-estruturados, material nitrogenado, clorofila e
graxa). A disposicdo desses trés componentes e as suas respectivas proporcdes
tonam os residuos lignoceluldsicos de dificil decomposi¢cdo pelos microrganismos
(GLAZER; NIKAIDO, 2008).

A casca do coco verde é composta de celulose (43%), hemicelulose (12%) e
lignina (45%) (Tabela 1). Essa composicao inviabiliza a sua utilizacdo nas industrias
de papel e celulose (VAN DAM et al., 2004; ESMERALDO et al., 2010; RENCORET
et al., 2013; GONCALVES et al., 2014).

Os compostos lignocelulésicos funcionam como indutores para a producdo de
enzimas extracelulares, tais como celulases, xilanases, pectinases, dentre outras.
Essas enzimas conseguem quebrar a estrutura rigida da matriz lignocelulésica em
glicose livre, para que o microrganismo consiga se nutrir desta. Dessa forma, a casca
de coco verde se mostra um potencial indutor de enzimas extracelulares devido a sua
composicdo (COELHO et al., 2001; GONCALVES et al., 2014, 2015).
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Tabela 1 - Valores médios das principais propriedades fisico-quimicas da casca do

coco verde.

Propriedades Valores médios
pH 54
Condutividade elétrica (dS/m) 1.8
Relagdo C/N 132
Densidade (g'L) 70
Porosidade total (%) 95.6
Retencgao de agua (mL/L) 338
Agua facilmente assinulavel (%) 19.8
Lignina (%) 35a45
Celulose (%) 23 a43
Hemicelulose (%) 3al2

Fonte: ARAGAO, 2007.

2.1.1.4.1 Celulose

A celulose é um polimero linear de subunidades de D-glicose associadas por
ligacBes B 1-4, sendo a celobiose a unidade do polimero (Figura 9). Em uma molécula
de celulose pode haver mais de 15.000 subunidades de glicose e as cadeias de
celulose estdo agrupadas formando microfibrilas (Figura 10). Cada microfibrila de
celulose é formada por 36 cadeias lineares de glicose, cuja organizacdo determina as
propriedades mecanicas da célula e promovem o suporte e resisténcia a parede

celular (AGBOR et al., 2011; BARBOSA, 2011).

Figura 9 — Estrutura molecular da celulose
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Figura 10 — Estrutura da parede celular da planta e corte transversal das microfibrilas.
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Fonte: LEE, et al., 2014.

2.2 Microrganismo para fermentacao em estado solido

Os fungos adaptam-se a diversos substratos por possuirem a capacidade de
sintese de enzimas que os degradam, onde os substratos podem ser efluentes de
indastrias processadoras de alimentos, residuos agroindustriais e residuos derivados
de petréleo (TAVARES et al.,, 1998). Devido a sua capacidade de crescer em
ambientes com pouca agua livre no sistema, os fungos sdo os melhores que se
adaptam a FES, pois esta se assemelha as condi¢des de crescimento natural destes
microrganismos. Os géneros mais utilizados sdo: Mucor, Rhizopus, Aspergillus,
Penicillium e Trichoderma (PANDEY et al., 2003).

2.2.1 Aspergillus sp.

Os fungos do género Aspergilllus pertencem ao filo Ascomycota, a classe
Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae, ordem Eurotiales e familia
Aspergillaceae. Existem mais de 200 espécies dentro deste género, onde a maioria
das espécies sdo saprofitas e crescem em substancias organicas em decomposicao,
como frutas, legumes, geleias, queijo, madeira, couro e etc. Algumas espécies séo
parasitas e causam doencas de animais e seres humanos (RICHARDSON;
WARNOCK, 2003; KIRK et al., 2008).

Relativamente ao aspecto macroscopico (Figura 11), as colénias apresentam
uma superficie de cor branca, na fase inicial de maturacdo. Dependendo das
espécies, a sua cor pode evoluir para verde, amarelo, castanho ou preto. A textura da
colénia surge algodonosa, tornando-se pulverulenta com a producdo de esporos, 0s
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quais, podem apresentar rugosidade da parede, caracteristica igualmente importante
na identificacdo de espécie (MURRAY et al, 2006).

Figura 11 — Colbnia de Aspergillus niger em placa com agar-Sabouraud.

Fonte: LIFE, 2018.

A maioria das espécies de Aspergillus se reproduz assexuadamente atraves da
producdo de conidios (Figura 12) e habitam preferencialmente o solo, mas pode-se
encontra-los em &gua, ar, plantas e animais (KEARNS; LOUDIS, 2003; DOS
SANTOS, 2011).

Figura 12 — Microscopia Gtica de Aspergillus niger.
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2.2.2 Peaecilomyces sp.

O Paecilomyces sp. € um género de fungo eucarioto pertencente a classe dos
Deuteromicetos. Esse género, que esta amplamente distribuido na natureza, reine
diversas espécies entomopatogénicas, sendo as mais frequentes P. farinosus, P.
tenuipes, P. amoeneroseus, P. cicadidae e P. fumosoroseus, e por isso, tem um papel
chave na hidrdlise da cuticula de insetos, sendo desta maneira, muito utilizado como
agente de biocontrole (ALVES, 1998).

Os conidiéforos de Paecilomyces (Figura 13) sdo simples ou em sinema,
verticilados e sustentando fialides com células pé uninucleadas. Os conidios podem
ser elipticos unicelulares, hialinos ou fracamente pigmentados, e as coldnias (Figura
14), dependendo da espécie e meio, tém coloracdo geral branca, amarela, rosa ou
avermelhada (ALVES, 1998).

Figura 13 — Paecilomyces lilacinus em microscopia otica.
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Fonte: ALCHETRON, 2018.

Figura 14 - Paecilomyces formosus em placa com agar-Sabouraud,

Fonte: GSBTM, 2015.
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2.3 Enzimas fungicas

2.3.1 Celulases

As celulases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celulose e séo
produzidas por varios micro-organismos, incluindo bactérias, fungos e protozoarios
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2016).

A classificacao das celulases, de acordo com seu local de atuacao no substrato
celulésico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases, que clivam ligacbes
internas da fibra celulédsica; celulase totais, que atuam na regido externa da celulose;
e b-glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos solUveis em glicose (LYND et al.,
2002).

2.3.1.1 Celulase totais

O grupo das celulase totais € constituido por celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91) e
glucano-hidrolase (EC 3.2.1.74 ) (LYND, et al., 2002).

Essas enzimas atuam sobre a reducéo das extremidades da cadeia de celulose
e sua classificacdo é dada de acordo com o produto liberado ap6s sua ac¢do. Quando
a enzima libera glicose € nomeada como glucanohidrolase (1,4-b-D-glucana-glucano-
hidrolase), e quando libera celobiose recebe o nome de celobiohidrolase (1,4-b-D-
glucana-celobio-hidrolase). As celulases totais ou celodextrinases atuam removendo
celobiose de celo-oligossacarideos e geralmente sdo inativas contra a celulose amorfa
ou formas solaveis, como o CMC (LYND et al., 2002; SANDGREN, et al., 2005;
SHARMA et al., 2016).

2.3.1.2 Endoglucanases

Endoglucanase ou glucanohidrolase € classificada com o EC (Enzyme
Comission) 3.2.1.4 e 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 hidrélise. Tal enzima
hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica
gerando novas extremidades da cadeia e de oligossacarideos com comprimentos
variados, sao ativas contra as formas solaveis de celulose, como
carboximetilcelolulose (CMC) e celulose amorfa (SPREY & BOCHEM, 1992;
KLEMAN-LEYER et. al., 1996; SHARMA et al., 2016)
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2.4 Enzimas na industria

Os processos industriais que envolvem reagdes quimicas estdo presentes na
maioria das manufaturas de produtos ou bens consumidos pelo homem. Muitas
dessas reacdes sao catalisadas por catalisadores quimicos que podem ser
substituidos por enzimas. As enzimas sdo moléculas capazes de acelerar os
processos quimicos com grandes vantagens frente aos catalisadores quimicos, pois
sao:

|. S&o produtos naturais biolégicos e biodegradaveis, ndo sendo passiveis de
causar intoxicacoes;

Il. Tém alta especificidade nas reacfes, agindo diretamente no substrato
desejado, ndo havendo uma sua agao em outra parte do processo;

lll. Ndo sdo consumidas durante o processo, podendo ser reutilizadas em
outras ocasioes;

IV. Aumentam a velocidade das reacdes por diminuirem a energia de ativacao,
apenas acelerando um processo que ocorreria naturalmente, mas que levaria um
tempo maior para acontecer sem a intervencao enzimatica;

V. Atuam em pH e temperaturas brandas, o que ndo encarece 0S processos
industriais;

VI. S@o ecologicamente mais viaveis, fato que faz com que o viés da
sustentabilidade seja, também, um marketing da empresa além de contribuir para a
nao poluigdo do meio ambiente (MONTEIRO; SILVA, 2009).

O mercado de enzimas (Figura 15) esta divido em enzimas industriais (enzimas
técnicas, enzimas para industria de alimentos e enzimas para ragdo animal) e enzimas
especiais (enzimas terapéuticas, enzimas para diagndéstico, enzimas para quimica
quiral e enzimas para pesquisa). As enzimas de uso industrial representam 60% do
mercado mundial. Dentre elas se destacam as amilases, com uma projecao de 25,4%,
celulases (17,1%) e lipases (7,2%) (MONTEIRO; SILVA, 2009).

Figura 15 — Distribuicdo da demanda de enzimas industriais em diferentes areas.

Fonte: MONTEIRO; SILVA, 2009.
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2.4.1 Celulases na industria

A investigacdo ativa das celulases e polissacarideos relacionados deu-se no
inicio de 1950. A razdo desse interesse foi a capacidade das celulases converter
lignocelulose, a fonte mais abundante de energia renovavel na Terra, em glicose e
acucares soluveis (BHAT, 2000).

Diante disso, a demanda por celulases € consistentemente em ascensao
devido a suas diversas aplica¢gfes industriais, como no processamento de alimentos
e sucos; na industria de papel de celulose, na biorremediacdo de poluentes industriais,
industria de lavanderia e detergentes para limpeza de tecidos, e na industria
farmacéutica quando agem na extragdo de compostos produzidos pelas plantas
(SINGHANIA et al., 2009; SHARMA et al., 2016).

Globalmente, existem dois grandes players conhecidos para producédo de
celulase para conversdo de biomassa - “Genencor’ e “Novozyme”. Ambas as
empresas tém desempenhado um papel significativo em reduzir o custo da celulase.
Vérias vertentes de pesquisas sobre celulases estdo continuando a reduzir o custo
por adocdo de novas tecnologias (SINGHANIA et al., 2009).

2.5 Fermentacdo em estado solido (FES)

O termo fermentacdo em estado solido ou fermentacdo semi-sélida ou
fermentacdo em meio semi-sélido aplica-se ao processo de crescimento de
microrganismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre. A 4gua
presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina
camada na superficie das particulas, que deve ser suficiente para o desenvolvimento
microbiano e formacdo do produto de interesse, que podem ser inUmeros
(RAIMBAULT, 1998; MONTEIRO; SILVA, 2009).

Dependendo da natureza da fase sélida, essa matriz pode ser naturalmente a
fonte de nutrientes, ou um suporte fixo que sera impregnado de nutrientes essenciais
para o crescimento microbiano (SINGHANIA et al., 2009; BARRIOS-GONZALES,
2012). Nesse contexto, a matéria organica proveniente do substrato € uma
interessante fonte de energia para o desenvolvimento do microrganismo, e a fonte de
carbono é empregada na sintese de biomassa celular e dos produtos do metabolismo
microbiano (MITCHELL; LONSANE, 1992)

Diversos meios de suplementacédo sdo usados para suprir os requerimentos
nutricionais dos microrganismos, em termos de carbono, nitrogénio, fosforo, vitaminas
e minerais. Além disso, o sistema celulolitico da maioria das linhagens fungicas
precisa ser induzido pela presenca do substrato (celulose) (VRIES; VISSER, 2001).

No caso do presente trabalho, essa inducéo pela presenca de celulose externa
se faz desnecessaria, uma vez que o préprio meio de cultura dos fungos é rico quanto
ao polissacarideo referido.
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2.5.1 Vantagens da fermentacdo em estado solido

A FES apresenta menor risco de contaminacao, devido a baixa umidade do
meio; é de facil preparo, pois, normalmente, necessita apenas do substrato principal
e de agua para umedecer; hd uma ampla possibilidade de emprego de residuos de
baixo valor agregado; ndo é necessario muito espaco para desenvolver o cultivo de
FES; o crescimento microbiano ocorre em condicfes proximas ao habitat natural
proporcionando baixo consumo de agua; volume reduzido de meio e as etapas de
purificagéo do bioproduto sé&o facilitadas (PALMA, 2003; SANTOS, 2007; MONTEIRO;
SILVA, 2009; SINGHANIA et al., 2009).

2.5.2 LimitagBes da fermentacdo em estado solido

Algumas limitacBes sdo apresentadas, como a heterogeneidade do meio da
FES, que dificulta o controle do crescimento celular, entre outros parametros como
pH, agitacéo, concentracdo de nutrientes e produtos. A dificil canalizacdo do calor que
foi gerado em consequéncia do metabolismo microbiano, podendo afetar a umidade
do meio, e também a restricdo da variedade de produtos que podem ser gerados
devido aos microrganismos que restritamente sao selecionados pelo seu
desenvolvimento apenas em baixos niveis de umidade (DEMAIN et al. 1999; PALMA,
2003).

2.6 Fatores que influenciam o processo fermentativo

Alguns fatores como temperatura, pH, umidade e atividade de agua, nivel de
oxigénio e concentracdo de nutrientes e produtos sao considerados no processo de
FES, pois podem afetar o crescimento celular e a formacao do produto final (DOELLE
et al., 1992).

2.6.1 pH

O pH é um fator de extrema relevancia para a otimizagdo dos processos em
estado solido, onde pode ocorrer variagdes em resposta as atividades metabdlicas do
microrganismo. Entretanto, o controle e monitoramento deste parametro, durante a
FES, ndo é facil de ser realizado devido a caracteristica do processo, sendo realizada
com precisdo apenas no inicio e no final do processo fermentativo (DEL BIANCHI et
al., 2001; ROCHA, 2010).

A faixa de pH ideal para o crescimento de um microrganismo € um fator relativo,
sendo caracterizado dentro de um intervalo, que varia de acordo com cada
microrganismo. A versatilidade do pH ideal para o crescimento dos fungos,
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especificamente, pode ser empregada para prevenir ou minimizar a contaminagao por
bactérias (DE MELO, 2016).

2.6.2 Temperatura

A FES é caracterizada por ser exotérmica, onde grandes quantidades de calor
sédo liberadas, sendo estas diretamente proporcionais a atividade metabdlica do
microrganismo. A temperatura influencia diretamente a germinacdo dos esporos,
crescimento e formacdo de produtos por fungos filamentosos. Além do acumulo do
calor metabolico gerado, ha dificuldade de mistura do meio sélido, pois a maioria dos
substratos utilizados possui baixa condutividade térmica, o que pode gerar gradientes
de temperatura e de concentracdo de oxigénio, que podem se tornar excessivos
dependendo dos parametros de controle do sistema, afetando negativamente a
produtividade em termos de formacdo de biomassa e metabdlitos desejaveis
(ROCHA, 2010).

2.6.3 Umidade

O nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o
processo e varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto final e
necessidade do microrganismo. Baixos niveis de umidade levam a inibicdo do
crescimento microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizacdo do substrato.
Em contrapartida, o excesso de umidade resulta na diminuicdo da porosidade, na
baixa difusdo de oxigénio e na reducao de trocas gasosas que prejudicam a respiracao
microbiana (HOLKER et al., 2004; ROCHA, 2010).

O teor de umidade do substrato contribui diretamente na disponibilidade de
agua livre no meio e também na dilatacdo do substrato promovendo a penetracédo do
micélio, o que afeta o crescimento microbiano e consequentemente a formacéo do
produto (MURTHY et al., 1993).

2.6.4 in6culo

A concentragdo de inoculo constitui um fator importante no estudo de
otimizacdo nas FES, pois um inéculo com elevada concentracdo celular pode
aumentar o consumo de nutrientes de forma excessiva do meio para a formacéo de
biomassa, reduzindo a quantidade de produto desejado (DE MELO, 2016).

2.6.5 Substrato empregado

Os substratos solidos devem ser constituidos basicamente de polimeros
organicos que se caracterizam pela insolubilidade em agua e pela capacidade de
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promover o0 crescimento microbiano, mesmo sem a adicdo de nutrientes
suplementares, além de serem capazes de induzir a producdo do bioproduto de
desejo (COSTA, 1996; SPIER, 2005).

O substrato lignocelulésico ideal precisa ser barato, bem processado, avaliado
em grandes quantidades e, para que ocorra sua hidrolise e producdo enzimatica
desejada, a composicdo também precisa ser ajustada (JUHASZ et al., 2005).

A opcao por materiais agroindustriais deve-se ao fato de possuirem as
seguintes caracteristicas: sdo recursos renovaveis: sua producédo depende de outra
atividade produtiva; muitas vezes é um subproduto ou produto secundario, sendo
produzidos em grande quantidade e normalmente constituem um problema localizado,
quando considerados rejeitos ou descarte industrial, que necessitam de algum
tratamento ou alguma aplicagéo (SINGHANIA et al., 2008).

O meio fermentativo deve conter todos os elementos essenciais a sintese de
material celular e formacédo de produto, além de serem economicamente viaveis.
Quando o produto de interesse € um metabdlito celular, como enzimas, a constituicao
do meio se associa, sempre, ao comportamento de producéo desta substancia em
relacdo ao crescimento celular. Se a formagdo do produto estiver associada ao
crescimento, o meio deve satisfazer tanto as necessidades para a multiplicacao
celular quanto para a geracdo do metabdlito. No caso em que o produto é formado
numa fase pdés-exponencial, o meio deve ser composto de forma a controlar a
composicao nutritiva e os fatores ambientais, a fim de que a duracdo do periodo de
formacao do produto seja controlada (SANTOS, 2007).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de enzimas
celuloliticas (CMCase e celulases totais) e proteoliticas dos fungos Aspergillus sp. e
Paecilomyces sp, utilizando a fermentagcdo em estado sdlido (FES), tendo como
substrato a fibra in natura do coco verde, sem aditivos nutricionais.

3.20bjetivo especifico

Caracterizar a fibra do coco verde quanto ao pH, densidade aparente, acucares
redutores totais, solidos soluveis totais e umidade;

Avaliar a producéo de enzimas celuloliticas por Aspergillus sp.e Paecilomyces sp.;

Determinar pH e temperatura 6timos das enzimas produzidas durante o cultivo dos
fungos;

Avaliar a termoestabilidade das enzimas produzidas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo e inéculo
4.1.1 Microrganismo

Os microrganismos empregados foram Aspergillus sp e Paecilomyces sp. Os
isolados foram mantidos em meio solido agar-Sabouraud em placas de Petri.

O fungo Aspergillus sp. utilizado nesse experimento (Figura 16) foi isolado de
pecas anatbmicas conservadas em formol 10% do complexo de Laboratérios de
Anatomia do Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e cedido pelo Laboratério de Genética
Molecular e Biotecnologia Vegetal do Centro de Biotecnologia da mesma instituicao.

Figura 16 — Aspergillus sp. cultivado em placa de agar- Sabouraud.

Fonte: Autor, 2018.

O Paecilomyces sp. TP08 foi isolado de 6leo diesel oriundo de posto de
gasolina da cidade de Jodo Pessoa, na Paraiba e cedido pelo Laboratério de
Microbiologia Ambiental do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da
Paraiba.

A manutencgdo das células foi feita periodicamente, a cada 30 dias, realizada
por repique em meio agar-Sabouraud e incubadas a 30°C durante 5 dias. Em seguida
foram armazenadas a 4°C.



34

4.1.2 Inéculo

O preparo do indculo para as fermentacdes foi realizado adicionando-se 40 mL
de uma solucdo de Tween 80 a 0,3% (v/v) nos tubos e placas com conidios. Apos
agitacao, os conidios foram transferidos para erlenmeyer estéril com auxilio de gaze
e algodao estéril para a contagem e posteriormente ser incubado. A quantificacao da
suspensao de conidios obtida foi feita através de contagem dos conidios em Camara
de Neubauer espelhada e o volume de suspensdo de conidios a ser adicionado ao
meio de fermentacéo foi ajustado de modo a ter-se um indculo de 1x107 conidios por
grama de substrato sélido.

A concentracdo de conidios do inéculo foi calculada seguinte a Equacao (1) e
o volume de suspensao a ser inoculada foi calculado através da Equacéo (2):

Ceonidios (conidios/mL) = Ex 25x 10 x 10* x F, Eq. (1)

Concentracio de in6culo (conidios)x m (g)
Concentragio de esporos (conidios/mL)

Vsuspensio (mlL) = Eq. (2)

Em que:

Ceconidios — Concentracao de conidios na suspensao;

E — Média de conidios contados na Camara de Neubauer;

FD — Fator de diluicdo para contagem na Camara de Neubauer;
A concentracdo de inéculo desejada para a fermentacéo é 107;
m — Massa de substrato utilizada.

4.2 Preparo da fibra da casca do coco verde

A casca do coco verde foi utilizada como substrato para producao de enzimas
celuloliticas em cultivo sélido. Este residuo foi coletado do comércio de rua da cidade
de Joao Pessoa — PB (Figura 17).

O coco verde in natura foi selecionado, aberto, obtendo-se apenas o
mesocarpo do coco, e desfibrado com a utilizacdo de faca. Em seguida foi lavado com
agua destilada e seco em estufa durante 48h, a 70°C (Figura 18).

A moagem foi feita em moinho de facas (TECNAL) até se obter o p6. Como o
substrato, naturalmente, apresenta uma concentragdo de glicose livre muito alta,
foram realizadas trés lavagens do po resultante com agua destilada, com posterior
secagem em estufa durante 48h a 70°C (Figura 19).
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Figura 17 — Coco verde (Cocos nucifera) in natura.

Fonte: Autor, 2018.

Figura 18 — Casca do coco verde desfibrada apés a secagem em estufa.

)

Font: utor, 2018.

Figura 19 — PG oriundo da secagem e moagem da casca do coco verde.
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4.3 Caracterizagao da fibra do coco verde

A caracterizacao fisico-quimica do residuo quanto ao teor de solidos soluveis,
densidade aparente, pH, umidade e acUcares redutores totais, foi realizada com base
nas metodologias descritas a seguir:

4.3.1 Teor de sdlidos soluveis (°brix)

Para determinacao do teor de acUcares presente na casca do coco verde foram
adicionados 9mL de agua destilada a 1g do substrato em erlenmeyer de 125mL. A
suspensao permaneceu em mesa agitadora por uma hora sob agitacdo de 200rpm.
Seguida de filtragdo a vacuo, em funil de Bichner, usando papel de filtro qualitativo
(14pm) para separar o bagago do sobrenadante. A leitura foi realizada em
refratbmetro. Esse procedimento foi adaptado da metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985).

4.3.2 Densidade aparente

Para determinacéo da densidade aparente pesou-se 100g do substrato que foi
colocado em proveta, sem compacta-lo, para verificar o volume ocupado (Correia,
2004). A densidade aparente é expressa conforme a equacéo (3):

. _ massa (g)
Densidade aparente = volume ocupado (mD) Eqg. (3)

4.3.3 pH

Preparou-se uma suspensdo com 100mL de agua e 10g do substrato. Apos
homogeneizacdo, determinou-se o pH com potencibmetro digital previamente
calibrado com solucdes padrdes (Instituto Adolf Lutz, 2005).

4.3.4 Umidade

A umidade é representada pelo teor de agua presente na amostra. Para analise
da umidade, pesou-se aproximadamente 2,0g da amostra em placa de petri
previamente seca e tarada. Em seguida, o conjunto amostra-recipiente foi colocado
em estufa a 105+2°C durante 24 horas e pesado novamente apés. O procedimento
foi realizado em triplicata (EMBRAPA, 2010) e calculado conforme a equacéo (4):

(peso inicial—peso final da amostra)

Umidade =

x 100 Eq. (4)

peso inicial da amostra
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4.3.5 Teor de agucares redutores totais

Para determinacdo dos acguUcares redutores utilizou-se o método DNS (&cido
3,5-dinitro salicilico) descrito por Santos (2007) e que esta de acordo com o protocolo
da Embrapa Agroindustria Tropical. Essa metodologia foi, originalmente, proposta por
Miller (1959) e baseia-se na reducéo do acido 3-amino-5-nitrosalicilico, em que ha a
oxidacao do grupo aldeido do acucar a grupo carboxilico. O reagente DNS possui uma
cor amarelada, ap6és o aquecimento, torna-se avermelhado de acordo com a
concentracdo de acUcares redutores presente na solugdo, o que permite sua leitura
em espectrofotometro a 540nm.

Foram pesados 1g do substrato em frasco erlenmeyer de 125mL, adicionado
9mL de agua destilada e 5mL de HCI 1N. A mistura permaneceu em mesa agitadora
(SOLAB — SL 223) a 200rpm durante uma hora. Posteriormente, foi adicionado 2mL
de NaOH 1N. A mistura foi filtrada com auxilio da bomba a vacuo (TECNAL — TE
0581), em funil Buchner, usando papel de filtro qualitativo (14um) para separar o
bagaco da solucdo contendo os aclucares. Tomou-se 0,5mL da solugdo e adicionou
2,5mL do reagente DNS (em triplicata). Os tubos foram aquecidos a 100°C por cinco
minutos e resfriados em banho de gelo por mais cinco minutos. A cada tubo foram
adicionados 3mL de agua destilada, homogeneizados e feita a leitura em
espectrofotometro (SPECTRO VISION) a 540nm. A curva padrdo foi usada para
transformar a leitura de absorbancia em miligramas de acucares redutores por mililitro
de solucéo e, consequentemente, supor a concentracdo de acucares redutores por
grama de amostra inicial (mg ART/ g amostra).

4.4 Processo fermentativo

O experimento foi realizado com dois fungos: o Aspergillus sp. e o
Paecilomyces sp. Para cada fungo foram destinados 10 frascos erlenmeyers de 250
mL, contendo 10g do substrato com teor de umidade de 70%. Os frascos foram
autoclavados a 1 atm e 121°C por 20 minutos. Cada frasco foi inoculado com uma
suspenséo de conidios (1x107 conidios/g de substrato) e incubado a 30°C durante 10
dias (Figura 20). A cada 24 horas, um frasco de cada fungo recebeu 100 mL de
tampéao citrato pH 5 para a quantificagdo das variaveis de processo.

4.4.1 Obtencgé&o do extrato bruto enzimatico

O extrato enzimatico bruto foi obtido atraveés da adicdo de 100mL de agua
destilada aos 10g de amostra fermentada de cada frasco. Essa suspensao
permaneceu sob agitacdo continua em shaker de bancada durante 30 minutos a 200
rpm. Em seguida, foi feita a filtracdo a vécuo, utilizando papel de filtro qualitativo
(Whatman n°l) para remoc¢do dos sélidos. O filtrado foi denominado de extrato
enzimatico bruto (EB).
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Figura 20 — Frascos erlenmeyers com substrato e indculo dentro da estufa.

Fonte: Autor, 2018.

Figura 21 — Obtencao do extrato bruto enzimatico

(A) bomba a véacuo; (B) funil; (C) Kitassato; (D) Erlenmeyer com meio de cultivo inoculado; (E) tampéo
citrato; (F) proveta; (G) filtro de papel; (H) tubo falcon para armazenamento do EB; () suporte de
borracha. Fonte: Autor, 2018.
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4.4.2 Analise do extrato bruto enzimatico

O extrato enziméatico bruto de ambos os fungos foi analisado quanto ao pH,
atividade celulolitica, temperatura e pH 6timos de atividade das enzimas e
termoestabilidade da endoglucanase.

4.4.2.1 pH

O pH do extrato enzimatico bruto foi determinado com o auxilio de um
potencidometro digital (AKSO - AK 90) previamente calibrado com solucdes padrées.

4.4.2.2 Determinacédo da atividade da celulase total

Para determinacdo da atividade de celulase total (FPase) foi utilizada a
metodologia descrita por Ghose (1987), empregando-se como substrato o papel de
filtro Whatman n°1 cortado em tiras de 1 x 6cm. Cada tubo de ensaio recebeu uma
tira de papel. Em seguida, adicionou-se 1mL de tampé&o citrato 0,05M, pH 4,8, e 0,5mL
do extrato enzimatico (Figura 22). A reacdo enzimatica ocorreu a 50°C durante 60
minutos em banho Maria. Por fim, transferiu-se 0,5mL da mistura reacional para tubos
de ensaio e 0,5mL do reagente DNS. Os tubos seguiram para o banho Maria a 100°C
por 10 minutos. O resfriamento ocorreu em banho de gelo durante 5 minutos. As
amostras foram acrescidas de 3mL de 4gua destilada e homogeneizadas. A leitura foi
realizada em espectrofotobmetro a 540nm. Uma unidade da atividade da celulase é
definida pela quantidade de enzima que libera 1umol de glicose por minuto.

Figura 22 — Tubos de ensaio para determinar atividade celulase total.

Tubos de ensaio contendo o EB, tampao e tira de papel filtro. Fonte: Autor, 2018.
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4.4.2.3 Determinacéo da atividade da endoglucanase

Para determinacdo da atividade da endoglucanase (CMCase) fez-se uso do
protocolo de Ghose (1987), em que foi utilizada como substrato uma solugéo de
carboximetilcelulose sédica a 2% em tampéo citrato 0,05M, pH 4,8. Em tubos de
ensaio, foi adicionado 0,5mL do substrato e 0,5mL do extrato enzimatico. A reacao de
hidrolise foi incubada a 50°C durante 30 minutos. A glicose liberada foi estimada pela
reacao com 0,5mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico (Figura 23), os tubos foram levados
ao banho termostatizado a 100°C por 10 minutos. O resfriamento ocorreu em banho
de gelo durante 5 minutos. As amostras foram acrescidas de 3mL de agua destilada
e homogeneizadas. A leitura foi realizada em espectrofotdometro a 540nm. Uma
unidade da atividade da celulase é definida pela quantidade de enzima que libera
1umol de glicose por minuto.

Tubos de ensaio com EB, carboximetilcelulose e DNS. Fonte: Autor, 2018.

4.4.2.4 Determinacao de pH 6timo para celulase total

Para a determinagdo do pH o6timo para atividade enzimética das celulases,
utilizou-se de solug¢des tampéo com pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 (Figura 24).

O pH 6timo foi determinado incubando-se 1mL do extrato enzimatico em 1mL
de solucdo tampédo correspondente a cada pH supra referido por 24 horas em
temperatura ambiente (Figura 25). Em seguida, aplicou-se a metodologia
recomendada por Ghose (1987) para determinacdo da atividade de celulase total
(FPase), descrita no item 4.4.2.2 e a metodologia descrita no item 4.4.2.3 foi aplicada
para determinacdo da atividade de endoglucanase (CMCase),
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Figura 24 — Solucdes tampdo utilizadas para a determinacéo do pH 6timo das
enzimas.

Solugdes tampdo de pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Fonte: Autor, 2018.

Figura 25 — Extrato bruto e as solu¢des tampéo com os diferentes pH.
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A — Aspergillus sp. P — Paecilomyces sp.; C — CMCase; F — FPase. Os numeros correspondem aos pH
das solugdes tampdao. Fonte: Autor, 2018.



42

4.4.2.5 Determinacéo de temperatura 6tima

A temperatura 6tima foi determinada incubando-se 1mL do extrato enzimatico
em 1 mL de tampédo fosfato 0,5 M e pH 5,0. Apés, incubou-se as amostras nas
temperaturas de 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80°C. Em seguida foi feita a leitura através
com o método do acido 3,5 - dinitrosalicilico (MILLER, 1959) para determinacao da
atividade de celulase total (FPase), descrita no item 4.4.2.2 e, para determinacéo da
atividade de endoglucanase (CMCase), foi aplicada a metodologia descrita no item
4.4.2.3.

Figura 26 — Ensaio para determinacéo de temperatura 6tima.

Tubos j& submetidos as temperaturas citadas na metodologia e adicionados de DNS. A imagem
representa as temperaturas de 40°C e 50°C. Fonte: Autor, 2018.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo da fibra da casca do coco verde

A casca do coco verde possui um teor de acucares redutores totais de 0,113
mg de ART/g de amostra (tabela 2), diferentemente do obtido por Gervasio, 2017, que
apresentou um teor de agUcares redutores igual a 17,622 mg de ART/g de amostra,
valor bem superior ao obtido neste trabalho. Isso se deve ao fato de terem sido feitas
trés lavagens do p6 da casca do coco verde com agua destilada, justamente com o
intuito de diminuir a concentracdo de glicose livre, visto que, esta, quando em altas
concentracfes, ndo estimula o microrganismo a producdo enzimatica devido a alta
oferta de acgucar biodisponivel.

Tabela 2 — Caracterizacao fisico-quimica do p6 oriundo da casca do coco verde.

Parametro analisado Resultado

Solidos solaveis 1,6 °Brix
Acucar Redutor Total 0,113 mg ART/g amostra
Densidade aparente 0,666 g/mL
pH 5,46
Fonte: Autor, 2018.

A densidade aparente mostra um substrato ndo tdo compacto, que proporciona
uma maior aeracdo do meio, permitindo a melhor absorcdo de oxigénio pelo
microrganismo. O pH interfere diretamente na atividade enzimatica e no crescimento
do microrganismo, inibindo-as, quando em seus extremos. O pH obtido, de 5,46 nao
distoa muito do pH da polpa (6,5) apresentado por Kanzawa e Ditchfield (2010). A sua
diminuicdo pode estar atrelada aos processos de sucessivas lavagens e secagens
gue sofreu.

O resultado de sodlidos soluveis obtido, de 1,6 °Brix ficou distante da
concentracdo encontrada na polpa (6,60 °brix) descrita por Kanzawa e Ditchfield
(2010). A possivel motivacdo para tal se justifica pelos processos de lavagem e
consequente reducdo da concentracédo de acucares do residuo.

5.2 Processo fermentativo

A fermentacgdo fungica, que ocorreu de forma excelente, sendo possivel a
visualizacédo da parte aérea do microrganismo (micelios) macroscopicamente atraves
da mudanca de coloracdo da parte superficial do meio no cultivo do Aspergillus sp. No
cultivo do Paecilomyces sp. nao foi possivel observar de forma macroscoépica o seu
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crescimento, devido as préprias caracteristicas do fungo, pois este apresentou uma
leve coloracdo palida entre tons de amarelo e branco, mas o seu desenvolvimento
ocorreu, devido as analises que comprovaram a producao enzimatica do fungo.

5.2.1 pH do meio

A mensuracdo do pH do cultivo de Aspergillus sp. (Figura 27) mostra uma
excelente adaptacdo do fungo ao substrato, onde este diminuiu o pH do meio ja nas
primeiras horas de fermentacao, mantendo-o estavel ao longo do processo.

Figura 27 — Mensuracao do pH do cultivo de Aspergillus sp. durante 216 horas.
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Fonte: Autor, 2018.

A mensuracdo do pH do cultivo de Paecilomyces sp. (Figura 28) mostrou que
o fungo manteve o pH relativamente estavel, oscilando entre 4,8 e 5,1.

5.2.2 Atividade celulolitica total

A atividade celulolitica total de Aspergillus sp. (Figura 29) teve sua melhor
atuacdo nos ultimos pontos da fermentacdo, 192 e 216 horas, com uma média de
20,70 U/g (U = 0,18016 mg de glicose). Percebe-se que a atividade enzimatica
cresceu constantemente, com algumas oscilacbes que sdo explicaveis pela
disponibilidade de glicose livre no meio.

A atividade celulolitica de Paecilomyces sp. teve a sua melhor atuacéo também
no final da fermentacao, porém com destaque para o tempo de 196 horas, onde teve
uma atividade de 33,1 U/g. Porém, percebe-se que a atividade enzimatica se manteve
guase constante a partir das 120 horas de fermentacao.
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Diante disso, verifica-se que o tempo de 196 horas foi 6timo para ambos fungos
produzirem celulases totais.

Figura 28 — Mensuracao do pH do cultivo de Paecilomyces sp. durante 216 horas.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 29 — Atividade celulolitica total de Aspergillus sp. e Paecilomyces sp. durante
fermentacao de 216 horas.
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Fonte: Autor, 2018.

Quando compara-se com os resultados obtidos na literatura para producéo de
celulases totais (Tabela 3), verifica-se que ambos os fungos obtiveram uma excelente
producdo enzimatica em um meio de cultivo sem adi¢céo de nutrientes, fato que agrega
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valor aos resultados obtidos, com destaque para o Paecilomyces sp. que teve a sua
atividade maior que o dobro obtido por Gervasio (2017) que utilizou um isolado de
Aspergillus sp.

Tabela 3 — Comparacéo da atividade celulolitica total com os dados da literatura.

Referéncia | Enzima M.O. Cultivo Tempo Producéo
(U/g)
Autor, 2018 | FPase | Aspergillus FES + casca 10 dias 20,95
sp. de coco verde
Autor, 2018 | FPase | Paecilomyces | FES + casca 9 dias 33,10
sp. de coco verde
Zuiiiga et FPase Aspergillus FES + 3 dias 0,59
al., (2009) niger nutrientes
Gervasio FPase | Aspergillus sp. FES + 9 dias 15,773
(2017) nutrientes

Fonte: Autor, 2018.

5.2.3 Atividade celulolitica CMCase

A atividade de endoglucanase de Aspergillus sp. (Figura 30) foi maior no tempo
de 192 horas (24,46 U/g) mas manteve-se relativamente estavel a partir de 120 a 192
horas, com atividade média de 22,65 U/g, indicando uma maior producédo enzimatica
nesses tempos.

A atividade de endoglucanase de Paecilomyces sp. teve seu auge no tempo de
96, 168 e 192 horas, com atividade de 34,6 U/g, 34,2 U/g e 34,2 U/g, respectivamente,
mantendo-se acima de 23 U/g a partir de 96 horas de fermentacéo.

Diante disso, percebe-se que para a enzima CMCase, ambos fungos tiveram
sua producdo 6tima nos tempos de 168 e 192 horas e que a CMCase produzida por
Paecilomyces sp. mostrou-se mais ativa do que a produzida por Aspergillus sp.

Quando comparado com a literatura (Tabela 4), verifica-se que a producao
enzimatica ficou aquém das descritas por Ang et al. (2013) e Silva et al. (2005), porém
superior a descrita por Shenef et al. (2010), que utilizou um meio suplementado com
nutrientes.
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Figura 30 — Atividade de endoglucanase de Aspergillus sp. e Paecilomyces sp.

durante fermentacéo de 216 horas.
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168

34,2
T T
1 1
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Fonte: Autor, 2018.

Tabela 4 — Comparacéo da atividade endoglucanase com os dados da literatura

Referéncia | Enzima M.O. Cultivo Tempo | Producéo
(Ulg)
Autor CMCase | Aspergillus | FES + cascade | 9dias 24,46
sp. coco verde
Autor CMCase | Paecilomyces | FES + cascade | 4 dias 34,58
sp. coco verde
Shenef et | CMCase Aspergillus FSS +farelode | 4 dias 9,65
al. (2010) fumigatus trigo e arroz
Ang etal. | CMCase Aspergillus FSS 11 dias 54,27
(2013) fumigatus SK1
Ang etal. | CMCase Aspergillus FSS 3 dias 59,2
(2013) fumigatus SK1
Silvaetal. | CMCase | Thermoascus | FSS + farelo de | 4 dias 300

(2005) trigo

aurantiacus

Fonte: Autor, 2018.
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5.2.4 Influéncia do pH na atividade enzimatica celulase total

Com relagcédo ao pH da FPase de Aspergillus sp., observa-se um padrao
irregular na figura 31. Isso se deve ao fato das celulases totais serem vérias enzimas
e ndo apenas uma. Como estas ndo foram expostas a um substrato especifico para
cada enzima do complexo das celulases totais, ambas atuaram no filtro de papel, e a
oscilacdo presente no grafico se deve ao fato das enzimas possuirem pH 6timos
diferentes, tendo, assim, picos de atividade em pH diferentes, como ocorreu nos pH 5
e’.

J4& em relacdo & FPase de Paecilomyces sp., verifica-se uma curva bem
delineada de atividade enzimatica, onde a maior atividade ocorreu no pH 5 (72,9 U/qg)
e foi decaindo a medida que o pH tornava-se mais alcalino, mantendo-se sempre com
uma atividade superior a FPase de Aspergillus sp.

Figura 31 — Avaliacdo do pH étimo para atividade celulolitica total de Aspergillus sp.
e de Paecilomyces sp.

pH 6timo FPase
75,0 72.'9
70,0 L
65,0 60,4
@ o 5%,8 5%,8 v
g ’ 51.8 5%'2 . . + 52,7
o 550 ™ 0 T
©
8 50,0 1 L
= 43,6 42,9
g ®0 38,6 G 0
, = 2 37,4
40,0 o 36,7 35,1 37,0 >
35,0 = o = -
30,0
4 5 6 7 8 9 10
pH
Aspergillus sp. Paecilomyces sp.

Fonte: Autor, 2018.

Um fato interessante € que as enzimas celuloliticas totais do Aspergillus sp. se
mantiveram estaveis em relacdo a variacdo de pH (Figura 32), pois considerando-se
a maior atividade obtida como 100%, verifica-se que a menor atividade que ocorreu
na variagao de pH de 4 a 10 foi de 80,40%, constatando-se que a enzima permaneceu
préxima da sua atividade total durante o experimento.
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Figura 32 — Atividade residual da celulase total de Aspergillus sp. frente a avaliacéao

de pH 6timo.
AR (%) FPase Aspergillus sp.
110,00
100,00 98.31
100,00
90,00
g
= 80,00
<
70,00
60,00
50,00
4 5 6 7 8 9 10
pH

Fonte: Autor, 2018

Quando analisa-se a atividade celulolitica total de Paecilomyces sp. (Figura 33),

verifica-se também uma estabilidade com relacdo a variacdo de pH, sendo esta

estabilidade um pouco menor quando comparada a encontrada na FPase de
Aspergillus sp., mas ainda assim as enzimas mantiveram uma atividade constante,
pois considerando-se o maximo de atividade 100%, verificou-se que o minimo foi de

71,05%.

Figura 33 — Atividade residual da celulase total de Paecilomyces sp. frente a avaliacédo

de pH étimo.
AR (%) FPase Paecilomyces sp.
110,00
100,00
100,00
9000 82,00 82,09 829
3\°’ 80,00
n<: 71' 72,32
70,00
60,00
50,00
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Fonte: Autor, 2018.
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Ao comparar os resultados obtidos com os ja existentes na literatura (Tabela 5)
verificou-se que a faixa 6tima de pH manteve-se dentro da descrita por Ang et al.
(2013), apesar deste ter considerado o pH 3 como 6timo também, e por Gama (2016),
que obteve pH étimo de 4 e 6.

Tabela 5 — Comparacao de pH 6timo para atividade celulase total com os dados da
literatura

Referéncia | Enzima M.O. Cultivo pH 6timo
Autor FPase Aspergillus sp. FES + cascade | 5,0e7,0
coco verde
Autor FPase Paecilomyces sp. FES + cascade 5,0
coco verde
Ang et al. FPase Aspergillus fumigatus FSS 3,0-5,0
(2013) SK1
Gama FPase Streptomyces FSS + farelo de 40e6,0
(2016) thermocerradoensis 13 trigo

Fonte: Autor, 2018.

5.2.5 Influéncia do pH na atividade enzimatica endoglucanase

Com relacdo ao pH 6timo de atividade da CMCase oriunda de Aspergillus sp.
(Figura 34), verificou-se um pico de atividade no pH 5 (44,71 U/g) seguido de outro
pico de menor intensidade no pH 7 (38,74 U/g) e outro menor no pH 9 (34,51 U/g),
sendo o pH 5 o melhor para a atividade da enzima, ndo sendo uma condi¢cao extrema
e muito favoravel para aplicacéo industrial pois € muito proximo do pH encontrado na
caracterizacao fisico-quimica da casca do coco verde, ndo necessitando de muitos
processos para correcao do pH, e, consequentemente, ndo tornando o0 processo mais
dispendioso.

A CMCase oriunda de Paecilomyces sp. frente as variagdes de pH, possui uma
alta atividade no pH 5 (81,48 U/g), mantendo-se acima de 67 U/g nos pH 6, e 10. A
atividade expressa no pH 5 foi 236% maior do que a atividade obtida durante a
fermentacao, o que implica dizer que o pH 5 potencializou a atividade da enzima.

A atividade residual da CMCase de Aspergillus sp. (Figura 35) mostrou-se
relativamente estavel, com uma atividade residual minima entre 70% nos dois pH
extremos, 4 e 10.
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Figura 34 — Avaliacdo do pH étimo para atividade da endoglucanase de Aspergillus
sp. e de Paecilomyces sp.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 35 — Atividade residual da endoglucanase de Aspergillus sp. frente a avaliagéo
de pH étimo.
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Fonte: Autor, 2018.

De acordo com a atividade residual da endoglucanase de Paecilomyces sp.
(Figura 36), verifica-se que esta foi levemente menor do que a obtida pela mesma
enzima do Aspergillus sp., mas ainda assim manteve a sua atividade acima de 60%
nos pH de menor desempenho.
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Figura 36 — Atividade residual da endoglucanase de Paecilomyces sp. frente a
avaliagédo de pH 6timo.
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Fonte: Autor, 2018.

Comparando com os resultados obtido por Silva et al. (2005) e Gama, 2016
(tabela 6), verifica-se que o pH 6timo para atuacdo da CMCase obtido no presente
trabalho esta dentro da faixa 6tima de pH, entre 5,0 — 5,5.

Tabela 6 — Comparacao de pH 6timo para atividade endoglucanase com os dados da
literatura

Referéncia | Enzima M.O. Cultivo pH
otimo
Autor CMCase Aspergillus sp. FES + cascade 5
coco verde
Autor CMCase Paecilomyces sp. FES + cascade 5
coco verde
Silvaetal. | CMCase Thermoascus FSS + farelode | 50-5,5
2005 . trigo
( ) aurantiacus g
Gama CMCase Streptomyces FSS + farelode | 50-5,5
(2016) thermocerradoensis I3 trigo

Fonte: Autor, 2018.
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5.2.6 Influéncia da temperatura na atividade celulolitica total

Da mesma forma que no pH, na temperatura também verifica-se a oscilagéo
das celulases totais na figura 37, com picos semelhantes nas temperaturas de 40, 55,
65 e 75°C para Aspergillus sp. Devido a essa oscila¢éo, néo foi realizado o ensaio de
termoestabilidade para essa enzima.

Para as celulases totais de Paecilomyces sp. ha um destaque para as
temperaturas de 40, 60 e 75°C, com uma producao de 81,60 U/g, 78,00 U/g e 79,05
U/g, respectivamente.

Figura 37 — Avaliacdo da temperatura 6tima para atividade celuloliticas totais de
Aspergillus sp. e de Paecilomyces sp.
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=]
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Temperatura (°C)
=0— Aspergillus sp. Paecilomyces sp.

Fonte: Autor, 2018.

Ao analisar a atividade residual das FPases advindas de Aspergillus sp. (Figura
38) verifica-se a constancia da atividade enzimatica, que decai abaixo de 75% a 70°C
mas que se mantém acima de 85% a 80°C.

A FPase de Paecilomyces sp. (Figura 39) também apresentou uma estabilidade
acima de 80%, sendo que na temperatura de 80°C ela possui uma atividade residual
de 92,34%, mostrando que a enzima tem capacidade de atuacdo em temperaturas
extremas.
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Figura 38 — Atividade residual das celulases totais de Aspergillus sp. frente a
avaliacao de temperatura otima.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 39 — Atividade residual das celulases totais de Paecilomyces sp. frente a
avaliacdo de temperatura 6tima.
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Fonte: Autor, 2018.

Quando comparado com os dados da literatura (Tabela 7), verifica-se que a
FPase de Paecilomyces sp. possui uma temperatura 6tima de atuacdo bem abaixo
das descritas por Gama (2016) e Ang et al. (2013), 55 e 60°C, respectivamente.
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Tabela 7 — Comparacéo de temperatura 6tima para atividade celulolitica total com os
dados da literatura

Referéncia | Enzima M.O. Cultivo Temperatura
otima
Autor FPase Aspergillus sp. FES + casca 65°C
de coco verde
Autor FPase | Paecilomyces sp. FES + casca 40°C
de coco verde
Gama, FPase Streptomyces FSS + farelo de 55°C
2016 thermocerradoensis trigo
13
Ang etal. | FPase Aspergillus FSS 60°C
(2013) fumigatus SK1

Fonte: Autor, 2018.

5.2.7 Influéncia da temperatura na atividade enzimatica endoglucanase

Na CMCase de Aspergillus sp. (Figura 40), verifica-se uma temperatura 6tima
de atuacdo bem definida, em 55°C com uma atividade de 68,23 U/g. Podemos inferir
gue a temperatura otimizou a atividade da enzima, pois em condicbes normais de
cultivo a enzima apresentou atividade de 24,46 U/g, sendo esse valor considerado
mais de 270% inferior a obtida com a temperatura 6tima.

A CMCase de Paecilomyces sp. mostrou 0 mesmo comportamento da CMCase
de Aspergillus sp., porém com uma atividade muito maior, chegando a 98,92 U/g.

Mesmo em condi¢Oes extremas, verifica-se que a CMCase de Aspergillus sp.
(Figura 41) se mantém com atividade residual acima de 50% na temperatura de 80°C,
fato que demonstra a estabilidade da enzima produzida.

J& a atividade residual da CMCase, oriunda de Paecilomyces sp. (Figura 42)
se mostra levemente mais ativa em temperaturas mais extremas, com atividade
residual sempre superior a 57%.

Em comparacédo com a literatura (Tabela 8) verifica-se que a temperatura 6tima
aferida esté dentro dos padrdoes de CMCase, a excecdo da enzima testada por SILVA
etal., (2005) oriunda do Thermoascus aurantiacus, que teve a temperatura 6tima entre
75 e 85°C.
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Figura 40 — Avaliacdo da temperatura 6tima para atividade da endoglucanase de
Aspergillus sp. e Paecilomyces sp.
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Fonte: Autor, 2018.

Figura 41 — Atividade residual da endoglucanase de Aspergillus sp. frente a avaliacéao
de temperatura otima.
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Fonte: Autor, 2018.
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Figura 42 — Atividade residual da endoglucanase de Paecilomyces sp. frente a
avaliacao de temperatura otima.

110,00

100,00

90,00

80,00

AR (%)

70,00

60,00

50,00

AR (%) CMCase Paecilomyces sp.

100,00

40 50 55 60 65 70 75 80
Temperatura (°C)

Fonte: Autor, 2018.

Tabela 8 — Comparacgdo de temperatura 6tima para atividade endoglucanase com os
dados da literatura

Referéncia Enzima M.O. Cultivo Temperatura
Otima
Autor CMCase Aspergillus sp. FES + casca 55°C
de coco verde
Autor CMCase Paecilomyces sp. FES+ casca 55°C
de coco verde
SILVA et al., CMCase Thermoascus FSS + farelo | 75°C — 85°C
2005 aurantiacus de trigo
AHMED et CMCase Trichoderma FSS 50°C
al., 2016 harzianum
Gama, 2016 CMCase Streptomyces FSS + farelo 55°C
thermocerradoensis de trigo
13

Fonte: Autor, 2018.
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5.2.8 Avaliacéo da termoestabilidade

Em relagdo a termoestabilidade, ndo foram realizados experimentos com as
FPases por motivos ja citados. Diante disso, verifica-se que a CMCase de Aspergillus
sp. (Figura 43) se mostrou estavel diante da exposi¢cado prolongada a temperatura
6tima, mantendo uma atividade praticamente constante.

Ja a CMCase oriunda de Paecilomyces sp. ndo se mostrou tdo estavel quanto
a de Aspergillus sp., mas mesmo assim manteve uma atividade constante até 40
minutos de exposigao, diminuindo em seguida, mas se mantendo constante pelos 20
minutos restantes.

Figura 43 — Termoestabilidade de endoglucanase de Aspergillus sp. e de
Paecilomyces sp.
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Fonte: Autor, 2018.
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6 CONCLUSOES

Tanto o Aspergillus sp. quanto o Paecilomyces sp. adaptaram-se bem ao
substrato, mesmo este ndo possuindo suplementacao nutricional externa. Houve alta
producdo enzimatica de celulases, o0 que demonstra a boa capacidade de adaptacao
dos fungos ao novo substrato.

Com relacdo a fibra de coco verde, esta mostrou-se um potencial indutor de
producdo de enzimas celuloliticas, devido a alta concentragédo de celulose na fibra.

As condicbes 6timas de atuacdo das CMCases e das celulases totais foram
determinadas quanto a pH e temperatura, fato que contribui para ser ponto de partida
para proximos trabalhos otimizarem o processo.
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7 PERSPECTIVAS

Como forma de otimizar o presente trabalho, ficam como perspectivas de

experimentos:

Avaliar a adaptacdo e conseguinte producdo enzimatica de outros
microrganismos a casca do coco verde como meio de cultura

Avaliar a producdo enzimética, tanto de celulases quanto de xilanases e
pectinases, pela fermentacdo em estado solido utilizando a casca do coco
verde acrescida de aditivos nutricionais, que podem ser solu¢cdes nutrientes ou
outros residuos agroindustriais;

Determinar a atividade enzimatica especifica de cada enzima constituinte das
celulases totais;

Purificar as enzimas produzidas utilizando métodos cromatograficos para que
dessa forma possa-se determinar a atividade enzimatica da endoglucanase e
das celulases totais de forma mais precisa;

Avaliar a termoestabilidade das enzimas por um periodo maior.
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