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Resumo

RESUMO

O uso e producdo de enzimas tém se tornado uma das areas de maior interesse
da industria biotecnoldgica. As enzimas obtidas de microrganismos por processos
fermentativos tém sido amplamente pesquisadas e utilizadas em todo mundo. A
aplicacdo de enzimas na extracao de dleos é uma alternativa consistente aos
processos convencionais, por se tratar de um processo que consome menor
energia, melhora a qualidade de varios produtos como, por exemplo, o éleo de
oliva, e causa um minimo de impacto ambiental. Para realizar a extragcdo do 6leo,
gue se encontra nos vacuolos intracelulares, hd a necessidade do rompimento
das paredes e membranas celulares. Os tratamentos mecanico e térmico causam
a ruptura das estruturas celulares, porém, ndao sao suficientes, ja que parte do
o0leo permanece na célula, sem ser extraido. Para aumentar o rendimento no
processo de extracdo do dleo se faz necessario a utilizagdo de um complexo
multienzimatico que ird atuar sobre os componentes da parede, facilitando a sua
liberagao. O objetivo deste trabalho foi utilizar uma mistura de enzimas contendo
celulases, xilanases e pectinases produzidas por microrganismos para extracao
de dleos essenciais de plantas. As enzimas foram produzidas pelos fungos T.
reesei Rut C-30 e Aspergillus niger, em processo fermentativo incubado em
biorreator de 10 L. A composicao do meio de cultura, bem como as condicdes de
cultivo, foram estabelecidas a fim de se obter maior producao de enzimas. A
producdao de enzimas em biorreator para a linhagem Rut C-30 de T. reesei
mostrou os melhores niveis em pH 4,0, temperatura de 28° C, agitacao de 400
rpm e taxa de aeragao de 1,5 vvm, obtendo uma produgao de 2,01 U/mg, 1,79
U/mg e 0,2 U/mg de celulase, xilanase e pectinase, respectivamente. A
producdo utilizando A. niger apresentou melhores niveis enzimaticos nas
mesmas condicdes usadas para T. reesei e foram: 1,21 U/mg, 2,96 U/mg e 4,2
U/mg de celulase, xilanase e petininase, respectivamente. Melampodium
divaricatum (Rich. In Pers.) DC (Asteraceae) e Mentha spicata L. (Lamiaceae)
foram submetidas ao tratamento com o complexo enzimatico e seus 6leos
extraidos por hidrodestilagdo, utilizando-se aparelho Clevenger. Os resultados
obtidos mostraram aumento médio de 60% no rendimento do éleo.

Palavras-chave: Trichoderma reesei, Aspergillus niger, celulase, xilanase,

pectinase, extracdo enzimatica, dleos essenciais.



Abstract

ABSTRACT

The use and production of enzyme have become one of the areas of great
interest of the biotechnological industry. The enzymes produced by
microorganisms in fermentation processes have been widely searched and used
in the world. The enzyme application in the oil extraction is a consistent
alternative to the conventional processes, because represents a process that
consumes less energy, improves the quality of some products as, for example,
the olive oil, and cause a minimum of environmental impact. To perform the
extraction of the oil, which is found in the intracellular vacuoles, it is necessary
break the cellular and membranes walls. The mechanical and thermal treatments
cause the rupture of the cellular structures, however, they are not enough, since
part of the oil remains in the cell, without be extracted. To increase the yield in
the process of oil extraction is necessary to use a multienzymatic complex that
will act on the components of the wall, facilitating its release. The objective of
this work was to utilize a enzyme mixture containing cellulases, xylanases and
pectinases produced by microorganisms to extract plants essential oils. The
enzymes had been produced by the microorganisms Trichoderma reesei QM9414
and T. reesei Rut C-30 and Aspergillus niger, in fermentative process incubated
in @ 10L bioreactor. The composition of the culture medium, and the culture
conditions were established in order to obtain higher level of enzyme production.
The enzyme production in bioreactor by T. reesei Rut C-30 showed the best
levels in pH 4.0, temperature of 280 C, agitation of 400 rpm and tax of aeration
of 1,5 vvm, and obtaining production of 2.01 U/mg, 1.79 U/mg and 0.2 U/mg of
cellulase, xylanase and pectinase, respectively. The production using A. niger
showed the best leves at the same conditions used to T. reesei and the were:
1.21 U/mg, 2.96 U/mg and 4.2 U/mg of cellulase, xylanase and pectinase,
respectively. Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC (Asteraceae) and
Mentha spicata L., (Lamiaceae), were submitted to the treatment with the
enzymatic extract and its oil extracted by hydrodistillation in Clevenger
apparatus. The results obtained showed a average increase of 60% in the yield
of the oil.

Key-words: Trichoderma reesei, Aspergillus niger, cellulase, xylanase,

pectinase, enzymatic extraction, essential oils.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico mundial avanca cada vez mais no
caminho dos processos biotecnoldgicos, como a substituicido de processos
guimicos convencionais por processos enzimaticos, devido a irreversivel
tendéncia de prevaléncia das politicas ambientais (COELHO, 2001). Enzimas,
por serem catalisadores organicos responsaveis por muitas reacdes bioquimicas
envolvidas nos processos bioldgicos dos sistemas vivos, sdo utilizadas em
alimentos, na agricultura, nas industrias de papel e celulose, téxtil e na producdo
de racgdes animais (COELHO, 1993; CUNHA, 1999). Na industria farmacéutica,
que representa hoje um dos maiores produtores e usuarios de enzimas,
apresentam finalidades diversas que vao desde a produgao de medicamentos,
desenvolvimento de novos produtos e diagndsticos clinicos até sua utilizagdo em
terapia (SAID e PIETRO, 2004). O mercado mundial da tecnologia enzimatica
estima movimentar em 2009 cerca de 5,1 bilhdes de ddlares (FOODNAVIGATOR,
2007).

Os fungos sdao os mais importantes microrganismos utilizados pela
industria na producdo de enzimas celuloliticas (NOVO NORDISK, 1996;
MENEZES, 1997) e os principais produtores de celulases e hemicelulases incluem
o Trichoderma reesei e Aspergillus sp (BHAT, 2000). Aspergillus niger é utilizado
para a producao industrial das enzimas pectinoliticas (NAIDU e PANDA, 1998).

O custo de producao de uma enzima depende de multiplos fatores, como
a quantidade e o processo de producgdo e recuperagao, assim como o estado de
pureza em que esta é vendida. Quanto mais purificada uma enzima estiver, mais
cara ela sera (SAID e PIETRO 2004). A utilizacdo de enzimas ndo purificadas
pode ser uma alternativa economicamente viavel quanto a aplicagdes de enzimas
em processos e produtos.

Oleos essenciais constituem um grupo importante dos produtos
econdmicos de origem vegetal (MARTINS, 2002). A producdo de dleos essenciais
nas plantas estd geralmente associada a presenca de estruturas secretoras
especializadas, tais como tricomas glandulares, ductos de dleos ou resinas que
contém grande variedade de terpenos, considerados os sitios primarios de
acuUmulos desse material (FAHN, 1979). A degradacdo dos compostos

polissacaridicos da parede celular vegetal é um processo complexo que envolve a
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acao sinérgica de um grande numero de enzimas do complexo celulolitico (ARO
et al., 2004).

A extracdo enzimatica de dleos vegetais, principalmente para aumentar o
rendimento de obtencdo de dleo, fornece resultados promissores quando
aplicada simultaneamente com processos puramente mecanicos (GOMES, 2002).
Por exemplo, elimina o consumo de solvente, resultando em uma diminuigao no
consumo de energia e, conseqlentemente, no custo da extracao (BARRIOS,
1990).

Uma vez facilitada a ruptura da parede celular, nesse caso utilizando
enzimas especificas, o processo de extracdo torna-se facilitado, ocasionando um
aumento na velocidade e no rendimento, e ainda tornando possivel o uso de
métodos de extracdo mais econdmicos € menos nocivos ao meio ambiente
(SKRUBS, 1982).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi produzir e utilizar as enzimas
celulases, xilanases e pectinases ndo purificadas, para aumentar o rendimento

da extracdo de dleos essenciais.

2.2 Objetivos Especificos

*» Adequacdo dos meios de cultura e das condicbes favoraveis ao
cultivo dos fungos Trichoderma reesei e Aspergillus niger em biorreator, visando,
a um menor custo, a maxima producao das enzimas em estudo.

= Recuperacdo das enzimas produzidas para posteriores analises e
aplicacgoes.

= Determinacao das atividades enzimaticas especificas.

» Aplicacdo das enzimas em estado bruto na extracdo de Oleos
essenciais utilizando Melampodium divaricatum e Mentha spicata como modelos

*» Quantificacdo e avaliagao fisico-quimica dos dleos apds tratamento

enzimatico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microrganismos utilizados

Fungos filamentosos sdo microrganismos eucaridticos heterotroéficos.
Caracterizam-se por formarem um micélio, que é um conjunto de estruturas
filamentosas denominadas hifas. A reproducao normalmente, ocorre por meio de

esporos, podendo ser sexuada ou assexuada (LIMA, 1975).

3.1.1 Trichoderma

Nos anos 1800, o género Trichoderma foi introduzido como um novo
grupo taxonO0mico para incluir quatro espécies de fungos, entre as quais T.
viride. Durante a Segunda Guerra Mundial, um programa de pesquisa do exército
norte-americano, preocupado com a rapida deterioracdo do material que
compunha as barracas de campanha do exército em regides tropicais, identificou
o fungo Trichoderma "viride” QM6a, que produz grandes quantidades de enzimas
celuloliticas extracelulares, como o responsavel pelo problema. Posteriores
pesquisas determinaram que se tratava de uma nova espécie de fungo do género
Trichoderma, a qual foi denominada T. reesei, em memoria a Elwyn T. Reese,
um dos principais pesquisadores daquele programa. Reese, em colaboragao com
Mary Mandels, realizou pesquisas sobre a biossintese, estrutura e mecanismos
de degradacao da celulose e outros polissacarideos por este fungo (REESE e
MANDELS, 1980; GAMS et al., 1998).

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos,
mesofilicos (30° C), que normalmente habitam o solo. Juntamente com
Neurospora, Penicillium e Aspergillus, o género Trichoderma é um dos mais
estudados entre os fungos filamentosos devido ao seu grande potencial de
aplicacao do ponto de vista industrial e biotecnolégico (SAMUELS, 1996).

T. reesei apresenta hifas septadas, ramificadas (de 5 a 10 um de
diametro), polinucleadas, de nucleo hapldéide, que formam colonias brancas de
rapido crescimento, formando almofadas verdes ou amarelas de filamentos de

esporulagdo. Os filamentos férteis, conidiéforos, produzem fileiras laterais de
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pequenas fidlides. Os esporos (conidios, geralmente de cor verde e de 3 a 5 um
de didmetro) sdo produzidos sucessivamente no extremo da fidlide e agrupados
em pequenas massas (GAMS et al., 1998).

O género Trichoderma estd amplamente distribuido por todo o mundo e
ocorre em quase todos os tipos de solos e ambientes naturais, especialmente
naqueles contendo matérias organicas. Muitas espécies do género sao também
encontradas na rizosfera de muitas plantas. O fato das espécies do género se
desenvolverem em um amplo espectro de substratos e condigdes ambientais,
torna este grupo de grande interesse biotecnoldgico (ESPOSITO e SILVA, 1998).

As espécies do género Trichoderma produzem grandes quantidades de
celulases e outras enzimas hidroliticas (KUBICEK, 1992), sendo Trichoderma
reesei um conhecido produtor de multiplas enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas (Figura 1). O género é caracteristicamente reconhecido pela
producao de diversos sistemas extracelulares de enzimas envolvidas na hidrdlise
de polissacarideos (BEGUIN, 1990). Em particular, T. reesei se destaca por sua
grande capacidade de produzir e secretar um sistema multienzimatico,
facilmente induzido, de enzimas celuloliticas (EVELEIGH, 1985).

Rut series, Rutgers University, LUSA
{Montenecourt e Eveleigh, 1977, 1979)

| —IRut C 30
> RutM-7 [ RULNG14 —Y(ATCC 56755)
Rut EPI series
__+CL series, Societe Cayla, France
Y {Durand et al., 1984)
Kyowa series, (PC-3-7), Kyowa
Halkko Kogyo Co., Japan
{Kawamori et al., 1985,1986)
D1 series, Indian Institute of

T
"

Trichoderma :: technology, India (Mishra et al.,
Reesei 1982)
: ; MHC series, Slovak Acadery
QM6a » QM9123 | >(A3£'?;9§52}1F Sciences, Slovakia (Farkas et al.,
1981)
Tipo selvagem . - — A L series, Cetus Corporation, US4,
Bt | o L | et o e e o
Reese, 1957) 1071 g 1071) I VTT-D series,; Technical

__\ Research Centre, Finland

v (Mevalairnen et al., 1980, IImen et
al., 1996)

MG series, Gulbenkian Institute
of Science (Beja da Costae van
Uden, 1980)

MCG series, MNatick, UsA (Gallo

—
‘fet al., 1979)

Figura 1: A genealogia de diferentes mutantes isolados altamente produtores de celulase. Fonte:
XIONG, 2004.
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3.1.2 Aspergillus

Membros do género Aspergillus, incluindo Aspergillus niger, sao
distribuidos por todo mundo e estdo comumente presentes em materiais de
decaimento de plantas. Sao caracterizados por cabecas conidiais escuras,
geralmente negras e conidiéforos hialinos a marrom, com cabecas globosas. O
conidiéforo apresenta cabecga conidial radiada, com métulas e fidlides ou somente
fialides. Conidios escuros unicelurares, globosos, medindo 4-5 um de didmetro
(ABARCA et al, 1994). Estes saprofitos degradam moléculas complexas nos
materiais derivados de células vegetais por secretarem uma variedade de
enzimas hidroliticas (DE VRIES e VISSER, 2001). A. niger cresce em material
organico em ampla escala de temperatura de 6 a 47° C, e pH, 1,4-9,8
(SCHUSTER et al, 2002) e o limite de crescimento para atividade de agua é 0,88,
que é relativamente alto quando comparado a outras espécies de Aspergillus
(RIPPEL-BALDES, 1955). Este organismo pode produzir enzimas que sao ativas
em diversas condicoes ambientais como as pectinases, proteases e
amiloglicosidase que foram as primeiras a serem exploradas e originalmente
produzidas em culturas de superficies (FROST E MOSS, 1987). Somente apds
meados de 1950, teve inicio os processos de fermentacdo em tanques agitados.
Varias enzimas adicionais como celulase e hemicelulase foram produzidas usando
cepas de Aspergillus em tais processos (BARBESGAARD et al, 1992).

Aspergillus niger € um bom produtor de varias enzimas tais como
pectinesterase, endo e exopoligalaturonase, pectina liase (GRASSIN e
FAUGUEMBERGUE, 1999), glicose oxidase e catalase (BERKA et al, 1992) e tem
sido reportado a producao de 20g/L de glicoamilase (FINKELSTIN, 1987).

Muitas das enzimas produzidas por este organismo tém aplicacdes nas
industrias de alimentos, bebidas, téxtil, agricultura, polpa e papel (DE VRIES,
2003). A.niger é amplamente usado na manufatura de acidos organicos incluindo
os acidos citrico, gluconico e fumarico (BAYRAKTAR e MEHMETOGLU, 2000;
ROUKAS, 2000). Atualmente acido citrico é quase que exclusivamente produzido
por A. niger, embora aspectos do mesmo ndao sejam completamente elucidados
(KARAFFA e KUBICEK, 2003).

Pelo conjunto de caracteristicas, o acido citrico e varias enzimas

produzidas por A. niger tem sido relatados como “considerado geralmente
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seguro” (GRAS - “generally regarded as safe”) pelo FDA (“United States Food
and Drug Administration”), podendo, portanto ter seu uso com seguranca para
aplicacoes em alimentos e agroindustria (SCHUSTER et al, 2002). A. niger tem
longa histéria de uso para propdsitos industriais e a capacidade de produzir
proteinas nativas eficientemente tem tornado este organismo um hospedeiro
atrativo para producao de proteinas heterélogas (YOKOYAMA et al, 2001). A
producdo comercial de proteinas heterdlogas iniciou com a producdo de quimo
sina bovina em A. niger (DUNN-COLEMAN et al, 1991) tendo recebido aprovacao
do FDA para aplicagdo da mesma na manufatura de queijo. Subseqglientemente
foi usado como hospedeiro para a expressao de niveis comercialmente viaveis de
muitas proteinas heterdlogas incluindo a citocina humana interceucila-6 (IL-6)
(BROEKHUIJSEN et al, 1993), manganés peroxidase (MnP) de Phanerochaete
chrysosporium (PUNT et al, 2002), a-amilase de cevada (JUGE et al, 1998),
profosfolipase A2 pancredtica de suino (proPLA2) (ROBERTS, 1992) e
imunoglobulinas humanas corretamente dobradas (WARD et al, 2004). A. niger é
atualmente um dos mais importantes organismos usados em Biotecnologia. No
banco de dados GenBank encontram-se disponiveis varias entradas de
seqliéncias genomicas de DNA e mRNA, representando mais de 1528 genes
codificando 1491 proteinas (GenBank databases, 2008).

3.2 A morfologia de fungos filamentosos durante o crescimento

O crescimento de fungos filamentosos pode ocorrer na forma de “pellets”,
com as hifas emaranhadas formando pequenas esferas, ou na forma livre, com
as hifas dispersas pelo meio de cultura. WHITAKER e LONG, 1973, publicaram
uma revisao bibliografica mostrando os principais aspectos da formacdo de
“pellets” e as suas caracteristicas. Segundo esses autores, a estrutura do “pellet”
€ composta por trés regides: a) a periferia, composta por células mais jovens e
que, efetivamente, reproduzem-se; b) a camada intermediaria, composta por
células mais velhas; c) o nulcleo ou “core”, composto por esporos e células nao
viaveis, as quais podem sofrer lise, dando origem a “pellets” ocos (“hollow
pellets”).

A estrutura dos “pellets” também é varidvel. As hifas podem estar

arranjadas soltas ou fortemente compactadas, formando “pellets” com a
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superficie lisa (“smooth pellets”) ou “pellets” hirsutos ou “cabeludos” (“hairy
pellets”). De acordo com VECHT-LIFSHITZ et al., 1990, a formagao de “pellets”
pode ser de dois tipos: coagulativo ou nao-coagulativo. Em Penicillium, os
“pellets” sdo do tipo nao-coagulativo, onde um "“pellet” é produzido a partir de
um unico esporo. No caso de Aspergillus, o “pellet” é do tipo coagulativo,
formando-se a partir de um aglomerado de esporos. Neste tipo de “pellet” ocorre
uma aglutinacdo de esporos nos estagios iniciais da germinacdo, de onde as hifas
comegam a se ramificar e emaranhar, formando o “pellet”.

Os fatores que influenciam na morfologia e producao de enzimas foram
citados por WHITAKER e LONG, 1973, e por METZ e KOSSEN, 1977. Entre esses
fatores, podem ser destacados:

a) A espécie e a linhagem do fungo: nem todas as espécies crescem na

forma de “pellets”. Entre os fungos formadores de “pellets” estao Penicillium,
Aspergillus e Rhizopus, entre outros (WHITAKER e LONG, 1973).

b) Meio de cultura: a composicao do meio influencia na formacao e

estrutura dos “pellets”, principalmente a presenca de micronutrientes. Por
exemplo, a utilizacdo de um meio de cultura contendo sulfato de amonio como
fonte de nitrogénio levou a formacdo de “pellets” em Penicillium chrysogenum,
ao passo que a utilizacdo de dgua de maceracao de milho (“corn steep liquor”)
levou a um crescimento na forma filamentosa (PIRT e CALLOW, 1959). BYRNE e
WARD, 1989, estudaram o efeito de nutrientes na formagao de “pellets” em
Rhizopus arrhizus, mostrando que baixas concentragdoes de peptona no meio de
cultura conduziam a formacdao de “pellets” e altas concentracdes de peptona
produziam um crescimento na forma filamentosa.

Na maioria dos estudos de producao de celulase por Trichoderma,
materiais celuloliticos, como celulose e carboximetilcelulose, foram usados como
substrato para o crescimento do fungo. No geral, a lactose é usada como fonte
de carbono e indutor da produgdao de enzimas industriais, especialmente a
celulose, no T. reesei (OLSSON et al., 2003). A fonte de nitrogénio mais indicada
para o cultivo de T. reesei é o sulfato de amoénio. O Nitrato ou uréia ndo sao
apropriados para a producao de pectinases (LIECKFELDT et al., 2000).

Além das fontes do carbono e do nitrogénio, diversos outros fatores
devem ser considerados para se obter as melhores condigdes de cultivo. As
mudancas morfoldgicas e fisioldgicas do T. reesei influenciam a producdo de

enzimas (MCINTYRE, 1998). Relatou-se que somente o segundo estagio fungico
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do Trichoderma pode produzir enzimas e o micélio preliminar ndo secreta
enzimas eficientemente (VELKOVSKA et al., 1997). Alguns ions metalicos e
surfactantes sao essenciais para a producao de enzimas do complexo celulolitico
por Trichoderma: KH,PO4, MgS0,4.7H,0, CaCl,.2H,0, FeS04.7H,0, MnS04.H20,
ZnS04.7H,0, CoCl,.6H,0 (STERNBERG e MANDELS, 1979).

c) Agitacao: a agitagdo atua na dispersao de aglomerados de esporos. De
uma maneira geral, uma freqiéncia de agitacdo alta favorece a dispersdao de
esporos e conduz a um crescimento na forma filamentosa, enquanto que uma
freqiiéncia de agitacdo baixa conduz a um crescimento na forma de “pellets”,
devido & aglomeracdo de esporos (MITARD e RIBA, 1988). GOMEZ et al. 1988,
cultivando Aspergillus niger, obtiveram a formagao de “pellets” utilizando altas
freqiéncias de agitacao (1000 rpm). Esse resultado contraditério foi criticado por
TRAGER et al. (1989), que obtiveram, em fermentador, um crescimento na
forma filamentosa com agitacao de 600 rpm e utilizaram um fermentador “airlift”
para a obtencdo de “pellets” na producdao de acido glucénico por Aspergillus
niger. A utilizacdao de fermentadores do tipo “airlift” favorece a formacao de
“pellets” devido ao cisalhamento baixo. Outro efeito da freqliéncia de agitacdo é
a fragmentacao de hifas e a ruptura de “pellets”. Esse fato foi estudado por
SMITH et al. (1990) em um processo de producao de penicilina. Nos cultivos com
alta freqléncia de agitacdo (1000 e 1200 rpm) houve maior rompimento das
hifas devido ao alto cisalhamento, formando hifas mais curtas e menos
ramificadas do que nos cultivos a 800 rpm e conduzindo, também, a uma
velocidade de producdo de penicilina menor. Da mesma forma, BELMAR-BEINY e
THOMAS (1991) utilizaram a técnica de analise de imagens para determinar a
influéncia da agitacdo na fragmentacdo de hifas.

d) pH: o pH do meio de cultura atua na alteracdo das propriedades
eletrostaticas da superficie dos esporos. Um pH baixo (entre 2 e 3) conduz a
uma dispersdao de esporos € a um crescimento na forma filamentosa. Um pH
mais alto (entre 5 e 6) conduz a uma aglomeracgao de esporos e a formacgao de
“pellets” (WAINWRIGHT et al., 1993). pH é um pardmetro importante na
produgdo de enzimas por T. reesei. Boa producao de celulases por T. reesei foi
encontrada em pH abaixo de 4.0 (XIONG, 2004).

e) Oxigénio dissolvido: a utilizagdo de uma vazao especifica de aeragao

de 0,25 vvm (volume de ar por volume de meio por minuto) conduziu a um

crescimento na forma de “pellets”, em cultivo de Morchella hortensis, enquanto o
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aumento da aeragao para 0,75 vvm levou a um crescimento na forma
filamentosa (WHITAKER e ONG, 1973). Aumento das atividades de xilanases
foram encontradas quando as taxas de aeracao foram variadas de 0,5 a 1,5 vvm
(HOQ et al, 1994).

f) Tamanho de indculo: uma alta concentracdo de esporos no indculo

resulta em um crescimento na forma filamentosa, ao passo que uma baixa
concentracdao de esporos no inoculo provoca a formacdo de “pellets” (FOSTER,
1949).

g) Agentes tensoativos: a presenca de agentes tensoativos no meio de

cultura diminui a aglomeragdao de esporos e hifas, resultando em um crescimento
na forma filamentosa (METZ e KOSSEN, 1977). Tween-80 é benéfico para a
secrecao de enzimas na concentracao de 0.2 mL/L, quando uma concentragao
mais elevada pode ser prejudicial para a producao de celulases por T. reesei
(PANDA et al., 1987).

3.3 Parede celular vegetal

Em todas as paredes celulares vegetais existem duas camadas: a lamela
média (substancia intercelular) e a parede primaria. InUmeras células depositam
uma camada parietal adicional, a parede secundaria. A lamela média situa-se
entre as paredes primarias de células adjacentes e a parede secundaria, se
presente, sendo depositada pelo protoplasto sobre a superficie interna na parede
primaria (Figura 2) (RAVEN et al., 1976).

A lamela média compde-se principalmente de substancia pécticas (Tabela
1) e freqientemente é dificil distingui-la da parede primaria, principalmente nas
células que formam paredes secundarias grossas (RAVEN et al., 1976).

A camada parietal depositada antes e durante o crescimento da célula
chama-se parede primaria. Muitas células sdo formadas Unica e exclusivamente
pela parede primaria. Esta camada, além da celulose, contém hemicelulose,
pectina (Figura 2) e proteinas ricas em hidroxiprolina. Células em divisao ativa
comumente contém apenas paredes primarias, assim como a maioria das células
maduras que realizam processos como fotossintese, respiracao e secregdao. As
paredes primarias, de um modo geral, ndo sdo uniformes na espessura em toda

a sua extensdo. Areas mais finas, ditas campos primarios de pontuacdo, estao
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presentes. Nestes campos pontuados é comum a presenca de filamentos
citoplasmaticos, ou plasmodesmatas, intercomunicando os protoplastos vivos de
células adjacentes (RAVEN et al., 1976).

Em determinados tipos celulares, o protoplasto segrega uma parede
secundaria por dentro da primaria. Na grande maioria dos casos, isso acontece
depois que o crescimento celular cessou e a parede primaria ndao amplia mais a
sua area. Freqlientemente, o protoplasto morre em seguida a deposicdo da
parede secundaria. A celulose é mais abundante nas paredes secundarias do que
nas paredes primarias, sendo aquelas, portanto mais rigidas. Nas paredes
secundarias podem ser distinguidos trés extratos, diferindo na orientacdo das
suas fibrilas celulésicas (Figura 2), o que confere maior rigidez e resisténcia a
esta parede. Nas células condutoras e de sustentacdo, a parede secundaria
estabelece-se somente sobre uma parte da parede primaria, revestindo-a na
forma de anéis, hélices ou rede, ndao cobrindo também os campos pontuados
primarios da parede primaria, do que decorrem as caracteristicas depressdes ou
pontuacdes (Figura 2). Em uma célula, uma pontuagdo habitualmente ocorre em
oposicao a pontuacdo da célula com a qual estd em contato (Figura 3). A lamela
média e as duas paredes primarias, situadas entre as duas pontuacodes,
denominam-se membrana da pontuacdo. As duas pontuacdes opostas,
associadas a membrana, constituem um par pontuado, o qual pode ser simples
ou areolado (com a parede secundaria curvada sobre a cavidade da pontuacdo).

O xilema exerce fungdes de sustentagdo, conducdo de agua e sais
minerais, além de armazenar substancias alimentares. As células condutoras de
agua do xilema sdo os membros dos vasos (ou elementos dos vasos) e as

traqueides, que sdo células alongadas com paredes secundarias.
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Tabela 1: Principais componentes da parede celular vegetal !

Componente Localizacdo Principais Principais componentes e funcéo
e radicais
% em (quantidade)
massa
Celulose Paredes Glc B-(1,4) Cadeias longas de glicose. Menos
primaria e polimerizada na parede primaria
secundaria; (distribuicao ao acaso).

35 % Altamente polimerizada na
parede secundaria (distribuicao
complexa). Principal
polissacarideo estrutural.

Hemiceluloses: Paredes Glc - B (1,4), Forma pontes de hidrogénio com
Xiloglicana primaria e B-(1,6) a celulose. Presente na matriz,
secundaria; Xilose - a ao redor das fibrilas de celulose.

19 % terminal Grau variado de flexibilidade.

Glicuronoarabinoxilana 5 % Xilose B - Principal hemicelulose em
(1,4); monocotiledéneas.
arabinose,
glicoronose e
4-0O-metil
glicoronose
terminal

Polissacarideos Lamela Formam a matriz constituinte da

pécticos média lamela média. Amorfa, de
importante capacidade
formadora de gel.

Homogalacturonana 6 % Galacturonose
a-(1,4)

Ramnogalacturonanal 7 % Galacturonose,
ramnose,

Gal, arabinose

Ramnogalacturonana 3% 10 tipos de

II radicais

Arabanas, galactanas 18 % Arabinose e

e Gal

arabinogalactanas

Glicoproteina ricas em Paredes Hidroxiprolina, Funcgao estrutural, conferindo

hidroxiprolina primaria e serina, elasticidade. Produzida também
secundaria; arabinose e em resposta a injuria. Pode
10a19 % Gal conter lectinas.

Lignina Lamela Unidades fenilpropandides.

média e Fortalecimento e

paredes espessamento de paredes.

secundarias Quantidades maiores em tecidos
diferenciados.

Calose Deposicao Glicana B-(1,3) nao-ramificada.

localizada Produzida em resposta a injuria e

ao estresse, juntamente com
lignina, proteinas e
fosfolipideos.

! Modificado de GOODMAN et al. (1986) e ISAAC (1992). Dados originais de polimeros de
dicotiled6neas. Glc - Glicose; Gal - Galactose. Nao estdo incluidos os componentes da superficie

externa, como ceras, cuticula e suberina.
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Os membros dos vasos apresentam perfuragdes, podendo ser na forma
de placa perfurada, terminais e em alguns casos laterais. Os traqueides
apresentam somente pontuagoes. Durante os estagios finais de diferenciacdo, as
pontuagdes sao parcialmente hidrolisadas, restando apenas uma rede altamente

permeavel de microfibrilas de celulose (RAVEN et al., 1976).

Membrana de
Pontuacdo

Parede
Primaria

D Parede Secundaria

Lamela A
Média (Trés Camadas)

~—— Lamela Média

Parede Primaria

Parede Secundaria

.....
mmmmmmmmmmm

Parede Secundaria

Pontuagao

Parede
Primaria

.. s Mnléculade!\ -_ =
(b} (C) Celulose \ Micela

Figura 2: Estrutura da Parede Celular Vegetal. A - Eletromicrografia da parede celular de duas
células vegetais adjacentes; B - Camadas da parede celular mostrada em A, evidenciando a
distingdo entre lamela média, paredes primaria e secundaria; C - Diagrama da organizagdo de uma
pontuacdo, ilustrando a membrana da pontuacdo, composta de lamela média e parede primaria,
numa regido sem parede secundaria; D - Estrutura detalhada da parede celular: a) estrutura
parietal em camadas, com destaque para a pontuacdo; b) a celulose, o principal componente da
parede celular, ocorre na forma de fibrilas de diferentes tamanhos. As fibras maiores ou
macrofibrilas sdo formadas por estruturas menores, as microfibrilas (c); nestas microfibrilas as
micelas (d) sdo arranjadas de modo ordenado, conferindo propriedades cristalinas a parede; e) a
micela é mantida pela formagdo das pontes de hidrogénio entre as cadeias das moléculas de
celulose (modificado de RAVEN et al., 1976; RAVEN et al., 2001).

O mais caracteristico dos componentes da parede celular vegetal é a
celulose, que constitui grande parte da estrutura parietal. As moléculas de
celulose estao unidas em microfibrilas. Estas microfibrilas, por sua vez, formam
delgados filamentos ou fibrilas que podem se enrolar em torno umas das outras,
formando uma macrofibrila com até 500 mil moléculas de celulose e
propriedades. As fibras celuldésicas da parede encontram-se em uma matriz

reticulada de moléculas ndo-celuldsicas, as hemiceluloses e substancia pécticas.
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A lignina é um dos constituintes mais importantes da parede secundaria, sendo
rigido. Caracteristicamente, a lignificacdo comeca na lamela média, depois se
espalha pela parede primaria e finalmente atinge a parede secundaria (RAVEN et
al., 1976).

3.3.1 Componentes das paredes celulares vegetais

As paredes primaria e secundaria e a lamela média sao niveis estruturais
encontrados em paredes celulares vegetais. A lamela média preenche os espacos
entre as paredes primarias e as células adjacentes, sendo constituida
principalmente de pectina, pectato e hemicelulose (Figura 3). As camadas
primaria e secundaria contém quantidades variaveis de celuloses, hemiceluloses
e pectinas. A parede secundaria, embora nao esteja presente em todas as
células, fornece um suporte estrutural a célula, apresentando também lignina
(PRADE et al., 1999).

Os polimeros encontrados nas paredes celulares vegetais (Tabela 2)
podem ser agrupados como celulose (glicana B-D-1,4), substancias pécticas
(galacturononanas e ramnogalacturonanas; arabinanas; galactanas e
arabinogalactanas I), hemiceluloses (xilanas - incluindo arabinoxilanas e [4-O-
metil] glicoronoxilanas - glicomananas e galactoglicomanas, xiloglicanas e
glicanas B -D-1,3 e B -D-1,4), outros polissacarideos (calose, arabinogalactanas
II e glicoronomananas) e glicoproteinas. As arabinogalactanas do tipo I
apresentam cadeias lineares B -D-1,4 galactana, enquanto as do tipo II
apresentam cadeias internas altamente ramificadas com ligagOes intergalactose
1,3 e 1,6 (ASPINALL, 1980).
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Figura 3: Parede celular primaria. As microfibras de celulose estdo entrelacadas com polimeros de
xiloglicana, e a estrutura estd encaixada em matriz de polissacarideos pécticos, acido
poligalacturonico (PEGA) e ramnogalacturonano (RG) (PERENICOVA, 2000).

3.3.1.1 Celulose

A celulose forma o material estrutural basico em todas as plantas
superiores terrestres. A celulose é um polissacarideo composto de unidades B-D-
glicopiranosil, ligados por pontes glicosidicas B-1,4, formando um polimero linear
(Figura 4). Cada unidade glicose é rotacionada 180° em relagdo a sua vizinha e o
comprimento da cadeia linear pode ser de 2 a 10 mil residuos de glicose. As
regioes cristalinas da celulose sdao impermedveis a agua e sdo resistentes a
degradacao quimica e bioldgica. Devido as similaridades estruturais entre
celulose, xilanas e glicomananas (todos glicanas com ligagao B-1,4), pode haver
a adsorcao fisica destes polissacarideos na superficie da celulose. Uma relagao
estrutural mais préoxima existe entre celulose e xiloglicanas que ocorrem como

componentes nas paredes primarias em dicotiledoneas. Além de celulose, podem
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ser encontrados outros polimeros B-D-glicana ndo celuldsicos, como a calose (D-

glicana b-1,3) e D-glicanas com ligagdes B-1,3 e B-1,4.

3.3.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sao compostas de uma série de heteropolissacarideos,
incluindo glicanas, mananas, arabinanas e xilanas. As xilanas sdao os
polissacarideos mais comuns entre as hemiceluloses, compostos de unidades D-
xilopiranosil com ligagdes B-(1,4) e sao componentes principalmente das paredes
celulares secundarias, apresentando baixo grau de ramificacdo. As xilanas de
dicotiledoneas contém aproximadamente 10 % de unidades acido D-glicoronico
4-0O-metila e menores quantidades de unidades L-arabinose (ASPINALL, 1980). A
manana é uma hemicelulose presente principalmente em madeiras leves,
podendo apresentar estrutura linear com unidades de manose através de
ligagOes B-1,4 ou estrutura heteropolimérica, com a manose ligada a unidades de
glicose por ligagcbes pB-1,4 (glicomanana). As unidades manose sao

freqientemente substituidas com galactose e grupos O-acetila.

3.3.1.3 Substancias pécticas

Este termo é utilizado de uma maneira geral para se referir a um grupo
complexo de polissacarideos das paredes celulares primarias e regides
intercelulares das plantas superiores. O termo substancias pécticas abrange o
éster metilico; a pectina; o acido péctico desesterificado e seus sais, os pectatos;
além de certos polissacarideos neutros sem a estrutura principal galacturonana,

gue sao freqlientemente encontrados em associagao com a pectina.
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Figura 4: Estrutura quimica dos principais constituintes da parede celular vegetal.

A caracteristica dominante da pectina, o principal constituinte das
substancias pécticas, € uma cadeia linear de unidades de acido D-galacturénico,
no qual proporcdes variaveis dos grupos acidos (40 a 60 %) estdao presentes
como ésteres metilicos (ASPINALL, 1980; PRADE et al., 1999). Os grupos
polissacarideos que constituem a pectina podem ser classificados em: galactano,
arabano, arabinogalacturonano, homogalacturonano, xilogalacturonano,

ramnogalacturonano e galactogalacturonano, com uma distribuicao ndo uniforme
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nos tecidos das plantas. O ramnogalacturonano é o principal constituinte da
substancia péctica. (DE VAIES, 1988).

3.3.1.4 Proteinas

A matriz extracelular vegetal contém diversas classes de proteinas e
glicoproteinas, as quais podem ser covalentemente ligadas na parede celular ou
podem ser sollUveis em grau variado. Uma classe é constituida pelas
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, na qual a extensina € um exemplo. A
extensina é onipresente nas paredes celulares como um componente estrutural
da parede celular primaria (ASPINALL, 1980).

3.4 Enzimas degradadoras da parede celular vegetal

Os microrganismos fitopatogénicos podem viver nos espacos
intercelulares ou no interior das células, como os elementos de vaso, e,
dependendo do modo de colonizacao, podem utilizar enzimas para degradar a
parede celular vegetal. Estas enzimas, coletivamente denominadas de enzimas
degradadoras da parede celular vegetal (EDPCV), compreendem pectinases,
celulases, xilanases e proteases. As EDPCV podem apresentar agdo tanto
sinérgica como sequencial na degradacdo dos substratos. A parede celular das
plantas superiores é constituida de até 90 % de carboidratos e 10 % de
proteinas. Como descrito, as paredes celulares apresentam celulose,
hemiceluloses, substancias pécticas, proteinas e lignina. Entretanto, a proporgao
e a distribuicdo destes componentes sdao varidveis de acordo com células de
diferentes tecidos, idades, condicdes fenoldgico-ambientais e mecanismos de
defesa da planta hospedeira (WULFF, 2002).

3.4.1 Hidrolise enzimatica

A sacarificacdo da celulose representa uma alternativa interessante para
a destinacdo de fitobiomassas residuais como o bagaco de cana e residuos de

atividades florestais. No entanto, apesar de muitos estudos, nao estao
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totalmente compreendidas quais as caracteristicas do substrato que atribuem
maior eficiéncia a taxa de hidrdlise da celulose. Algumas das caracteristicas mais
influentes incluem a acessibilidade, o grau de cristalinidade, o grau de
polimerizacdo e a distribuicdo da lignina (PALOMEN et al, 2004). Além disso,
bioprocessos baseados na hidrélise enzimatica requererdao substratos produzidos
com a qualidade adequada, a partir de fitobiomassa residual. Diferentes tipos de
pré-tratamento podem ser aplicados para promover a conversdo destes materiais
em substratos susceptiveis a hidrdlise enzimatica e, dentre estes, o pré-
tratamento a vapor tem sido descrito como um dos mais eficientes (RAMOS,
1992; WYMAN et al., 2005; MOISER et al, 2005). Paralelamente, estudos tem
sido realizados na busca de enzimas capazes de hidrolisar a celulose de maneira
cada vez mais efetiva, seja pela otimizacao de processos fermentativos, pela
combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos celuloliticos mais
eficientes ou pelo melhoramento de espécies através de métodos de engenharia
genética (JORGENSEN et al, 2004; KANG et al, 2004).

3.4.2 Celulases

Atualmente, sabe-se que o complexo celulolitico secretado por fungos
filamentosos é formado por trés componentes enzimaticos majoritarios, as
endoglucanases, as celobiohidrolases (exoglucanases) e as B-glicosidases, que
ndo sao consideradas como celulases legitimas. De acordo com o modelo de
sinergismo “endo-exo”, essas enzimas cooperam da seguinte maneira: as
endoglucanases (EG) agem randomicamente ao longo da cadeia produzindo
novos sitios de ataque para as celobiohidrolases; as celobiohidrolases (CBH)
agem como exo-enzimas (e. g., no fim das cadeias) e liberam celobiose como
produto principal; e as B-glicosidases completam o processo através da hidrdlise
da celobiose e de outros oligossacarideos a glicose (ZANDONA FILHO, 2001)
(Figura 5).

Muitas celulases sdao compostas por dois dominios distintos: o dominio de
ligacdo ao substrato (DLS), ou “celulose binding domain (CBD)”, e o dominio
catalitico (DC), que abriga o sitio ativo (SA). Esses dominios estdo ligados um ao
outro através de uma cadeia polipeptidica flexivel. O sitio ativo possui como

funcdo a hidrélise das ligacdes glicosidicas da celulose e cada classe de celulase
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possui uma forma diferente de sitio ativo, permitindo a hidrélise de ligacbes
localizadas em regides distintas do substrato, por exemplo, ligagdes internas e

ligagcOes terminais, localizadas nas extremidades das cadeias.

Sinergismo TR :
Endo-Exo o T R T v
. 2 . g W
R ”’4‘-&%@ o5
s R celobiose
rmj,'-ﬁp H
0 Celoblases'
(B
glicose n

Figura 5: Mecanismo de acdo do complexo celulolitico (MARTINS, 2005).

A funcao do dominio de ligacdo ao substrato estd associada a adsorgao,
gue permite o aumento da concentracdo das celulases na superficie da celulose,
por meio de interacdes nado-covalentes, envolvendo ligacbes de hidrogénio,
forcas eletrostaticas e interagdes hidrofobicas (MARTINS, 2005). PALONEN
(2004) demonstrou que sitios ativos separados dos DLS sdo capazes de
hidrolisar substratos até mesmo insolUveis, embora com menor eficiéncia. No
entanto, em concentracdes enzimaticas muito altas, o DLS promove a adsorcao

nao produtiva da enzima ao substrato.
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3.4.2.1 Endoglucanases

As endo-1,4-B-D-glicanases hidrolisam as cadeias de celulose de modo
aleatoério. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas
guimicamente (sollveis), como a carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose
(HEC). A celulose cristalina e o algodao, ambos os substratos com elevado grau
de cristalinidade, sao menos hidrolisados devido ao maior grau de organizagao
molecular que apresentam. O sitio ativo das endoglucanases possui a forma de
uma chave, possibilitando a acdo da enzima ao longo da cadeia de celulose e
reduzindo o seu grau de polimerizacdo de maneira consideravel. As regides de
menor organizagao estrutural sao mais facilmente atacadas, pois possuem
cadeias que ndo estdao envolvidas em interacdes de hidrogénio intermoleculares
tao fortes quanto as que ocorrem nas regides cristalinas, levando,
conseqlientemente, a uma maior exposicdao das ligacdes glicosidicas mais

internas das cadeias de celulose.

3.4.2.2 Exoglucanases

As exo-1,4-B-D-glicanases (celobiohidrolases, CBHs) atuam nas
extremidades redutoras e nao redutoras da cadeia de celulose, produzindo
majoritariamente celobiose, além de glicose e celotriose (ZANDONA, 2001).
Essas enzimas ndo atuam sobre celuloses sollveis por haver um impedimento
estereoquimico causado pelos grupos substituintes, seja carboximetilico (CMC)
ou hidroxietilico (HEC). As exoglucanases atuam sobre celulose cristalina
(Avicel®), produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de polimerizac3o.
Assim, ensaios de atividade sobre CMC sdo caracteristicos para as
endoglucanases (EGs), enquanto que a atividade contra Avicel® caracteriza as
CBHs, tornando possivel a diferenciacdo entre essas enzimas (MARTINS, 2005).
O sitio ativo das celobiohidrolases possui a forma de um tunel por onde a cadeia
de celulose penetra e sofre hidrélise de suas ligagdes glicosidicas terminais,
liberando majoritariamente celobiose. O DLS é constituido por aproximadamente
40 aminoacidos e possui a importante funcdo de promover a adsorcdao da
proteina ao substrato, conferindo estabilidade ao agregado e permitindo a

melhor aproximacao da cadeia de celulose ao sitio ativo. A adsorcao ocorre por
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meio da interacdo de residuos de tirosina (Tyr), presentes no DLS, com as
unidades de glicopiranose, presentes na superficie da celulose (MARTINS 2005).
Devido as suas propriedades e especificidade ao substrato, as
celobiohidrolases podem ser facilmente isoladas e purificadas por cromatografia
de afinidade, razdo pela qual seus dominios cataliticos e de ligacdo ao substrato
ja foram cristalizados e parcialmente caracterizados em relacdo a sua estrutura
tridimensional (DIVNE et al., 1994). Por outro lado, as celobiohidrolases, apesar
de apresentarem similaridades em seus modos de acdo catalitica, podem ser
separadas por métodos de eletroforese, como a isoeletrofocalizacdao (COUGHLAN,
1985), por possuirem diferencas significativas em seus teores de carboidratos
(glicosilagdo) e de aminoacidos, pontos isoelétricos e respectivos raios

hidrodinamicos.

3.4.2.3 B-glicosidases

As B-glicosidases, também denominadas celobiases, possuem a fungao de
desdobrar a celobiose gerada pelas celobiohidrolases e endoglucanases em
glicose. Estritamente falando, B-glicosidases ndo sao celulases legitimas, uma
vez que elas agem sobre substratos sollUveis, mas sua contribuicdo é muito
importante para a eficiéncia da hidrélise da celulose pela remogao da celobiose
do meio reacional, que é um potente inibidor competitivo das celobiohidrolases
(MEDVE, 1997).

O mecanismo de catdlise da hidrdlise das ligacdes glicosidicas ocorre de
maneira semelhante para as endoglucanases e para as celobiohidrolases, através
de uma reacdo acido-base onde os aminoacidos constituintes do sitio ativo
atuam como acidos e bases de Bronsted (MARTINS, 2005).

3.4.3 Hemicelulases

Devido a sua complexa estrutura, a degradacdao completa da xilana
requer a acdo conjunta de diversas enzimas hidroliticas. As endoxilanases B-1,4
(EC 3.2.1.8) clivam a estrutura principal da xilana, e as pB-xilosidases (EC

3.2.1.37) clivam Xilose das extremidades ndo redutoras de oligbmeros de xilose.
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A remocao dos grupos laterais é catalisada por a-glicuronidases (EC 3.2.1.134),
o-L-arabinosidases (EC 3.2.1.155) e acetilesterases (EC 3.1.1.72). No caso da
manana, a parte central da molécula é hidrolisada por B-1,4-endomananases,
produzindo manobiose e oligossacarideos, os quais sao clivados por B-
manosidases para liberar manose (BRAITHWAITE et al., 1995). BRAUN e
RODRIGUES (1993) destacam que uma parede celular tipica de dicotiledénea
apresenta 20 % de xiloglicana e 5 % de xilana, enquanto uma parede de
graminea pode apresentar de 30 a 40 % de arabinoxilana e somente tracos de
xiloglicana. E. chrysanthemi isolada de milho produz duas xilanases (BRAUN e
RODRIGUES, 1993; KEEN et al., 1996). Os genes que codificam essas xilanases,
bgxA e xynA, ndo sdo essenciais para que a bactéria cause sintomas em folhas
de milho (VROEMEN et al., 1995). Enzimas que hidrolisam a manana e xilana
(hemicelulases) sdo amplamente negligenciadas em bactérias fitopatogénicas,
embora estes polimeros sejam abundantes componentes da hemicelulose,
especialmente em madeiras leves.

A degradacao esquematica da celulose e da hemicelulose estao

apresentadas na Figura 6.

3.4.4 Pectinases

As substancias pécticas sao despolimerizadas ou modificadas por 3
classes de enzimas: esterases (esterase da pectina e pectina acetil esterase),
hidrolases (poligalacturonases) e eliminases ou liases (liase de pectina, liase de
pectato), as quais podem atuar em sinergia. As liases clivam ligagbes glicosidicas
internas através de eliminagdo beta, produzindo oligdmeros ou monémeros com
residuos insaturados-4,5 na extremidade ndo redutora. As galacturonases
causam a hidrdlise das ligacbes galacturonosidicas e provavelmente clivam as

ligacOes oxigénio-glicosideo.
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Figura 6: Degradacdo da celulose e da hemicelulose. (a) Visdo esquematica dos sistemas
celuloliticos. Sdo mostrados os locais das principais atividades das enzimas celuloliticas. (b) Visédo
esquematica em um sistema hemicelulolitico, degradacao de arabinoxilana como um exemplo. As
enzimas ativas no substrato sao listadas na legenda (ARO, 2005).

As poligalacturonases diferem em seu modo de acao, podendo ocasionar
hidrélise ao acaso (endo) ou atuando somente nas extremidades das cadeias
com liberacdao gradual de galacturonobiose (exo). A esterase e a acetil esterase
da pectina facilitam a degradacao da pectina pela liase do pectato, pela geragao
de poligalacturonato por meio da demetilacdo (hidrdlise dos grupos ésteres) e
desacetilacao da pectina, respectivamente (BEKRI et al., 1999). A degradacao
enzimatica completa das substdncias pécticas pelas pectinases resulta
primariamente em acido galacturonico e ramnose, com a producdo de menores
quantidades de galactose, arabinose, metanol, acetato e tracos de diversos

outros acucares (xilose, fucose e apiose), os quais sao assimilados e
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metabolizados pelos microrganismos. Em Pseudomonas viridiflava (LIAO et al.,
1988) uma liase de pectato extracelular de 42 kDa é necessaria para maceragao
do tecido vegetal, pois um mutante para este gene ndo apresenta esta
capacidade macerativa. A habilidade de linhagens de Xanthomonas campestris
em produzir liase de pectato estd intimamente associada com sua habilidade em

induzir podridao em tubérculos de batata e em pimentdes (LIAO et al., 1996).

3.5 Processos fermentativos para producao de enzimas

Existem dois tipos de processos fermentativos que sao utilizados para a
produgao de enzimas: fermentagcao submersa (FS) e fermentagao em estado
sOlido (FES). Os processos de fermentacdo submersa sao amplamente
conhecidos, estudados e aplicados e apresentam variaveis na forma de conducgao
que os classificam em processos descontinuo, descontinuo alimentado, continuo
e semicontinuo (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

3.5.1 Biorreatores

Com o atual desenvolvimento da biotecnologia, os produtos oriundos da
biotransformacao como enzimas, corantes, hormoénios, antibidticos e anticorpos
sdo agora comuns. Outra drea em crescimento esta relacionada com a aplicacao
das técnicas de cultura de células e tecidos vegetais, visando a producdo de
mudas por micropropagagao em larga escala. Ao mesmo tempo, modernos
biorreatores tém sido construidos para as mais diversas necessidades de
producdo (Figura 7), com sistemas de controle para todas as varidveis de
processo e com uma imensa gama de acessorios (Figura 8), projetados para
operacdo em condicdes assépticas, com sistemas de auto-limpeza e de
esterilizacao local. Mesmo com todos esses avancos, a utilizagdao comercial do
potencial da biotecnologia moderna para muitas aplicagdes permanece limitada.
O conhecimento insuficiente da engenharia de bioprocessos ¢ um dos varios
limitantes do sucesso de projetos e do aumento de escala das pesquisas em
laboratério (ROSSI, 2006).
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Figura 7: Biorreator de tanque agitado piloto, equipado com sistemas de controle para as diversas
variaveis de processo (Fonte: http://www.biotopics.co.uk/microbes/penici.html).

Figura 8: Acessorios utilizados na construgao de um biorreator: (a) controladores; (b) sistemas de
amostragem; (c) valvulas; (d) sistema de limpeza automatico (Fonte: Bioengineering AG).

O projeto e o desenvolvimento de bioprocessos obedecem a uma
seqliéncia, cujo centro é representado por um biorreator, seguido pelo
desenvolvimento dos sistemas de separagao e purificagdo dos produtos.
Sistemas de troca de calor, utilitarios e o sistema de controle completam o
processo. O projeto do biorreator, por sua vez, envolve varios aspectos, como a
cinética das reacbes, os fendmenos de transporte, as formas de operacado, além
das questdes da estrutura fisica (CHISTI, 1989).

Muitos tipos de Dbiorreatores s3ao empregados em processos
biotecnoldgicos. Tradicionalmente, o tipo mais utilizado é o de tanque agitado
(STR). A primeira aplicacdo data dos anos 40, quando foi utilizado durante a

Segunda Guerra Mundial no cultivo aerdbio para producdo do antibidtico
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penicilina (BAILEY, 1980), sendo utilizado para produgao de inoculante de fungos
ectomicorrizicos pela primeira vez na Franga, em 1983 (LE TACON et al., 1983).
Atualmente, cerca de 90% dos biorreatores aerdbios utilizados na industria sao
de tanque agitado tradicional (KOSSEN, 1984).

A operacao de realimentagcao, ou “Fed-batch”, envolve uma adicdo lenta
de meios nutrientes altamente concentrados no biorreator sem remogao do meio
inicial até que o reator esteja cheio. Essa operacdo pode manter niveis nutrientes
baixos para minimizar a repressdo de metabdlitos ou para estender a fase
estacionaria pela adicdo nutriente para obter o produto adicional. O sistema de
“Fed-batch” é usado extensamente nos fermentadores industriais (HENDY et al.,
1984).

3.6 Plantas utilizadas

3.6.1 Melampodium divaricatum

Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC (Asteraceae) é uma planta
denominada popularmente por alguns de “falsa-caléndula”, “botdo de ouro”,
“estrelinha”, “flor de ouro” ou “flor-amarela” (ROCHA NETO et al., 2002). E um
arbusto que pode alcancar até 80 cm de altura. Origindria de regides tropicais,
que incluem desde América do Sul, sobretudo nordeste do Brasil, América
Central, México e sudoeste dos Estados Unidos. Na Guatemala, é utilizada no
tratamento de dores estomacais, malaria e influenza. No México, é usada no
tratamento de embolia; como anti-convulsivante, anti-disentérica e no
tratamento de feridas nas palpebras (HUTHER et al., 1978). E muito comum no
nordeste do Brasil, onde o chd de suas folhas e inflorescéncias tem sido
empregado popularmente como diurético, cicatrizante e diaforético (ROCHA
NETO et al., 2002). Esta planta vem substituindo popularmente a caléndula
verdadeira (Calendula oficinallis) por apresentar acoes terapéuticas semelhantes,

tais como: cicatrizante e antiinflamatdria (Figura 9).
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Figura 9: Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.) DC (Asteraceae).

Fonte: http://www.nybg.org/bsci/belize/gallery.html

3.6.2 Mentha spicata

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae e compreende cerca de
25 espécies. Em geral, inclui plantas aromaticas que apresentam dificil
classificacdo taxonémica devido as suas diversidades morfolégicas e grande
capacidade de hibridizacao (LORENZ et al., 2002; CRONQUIST, 1988). As
espécies de Mentha s3o plantas herbadceas origindrias da Europa e Asia,
ocorrendo em baixas altitudes e em locais permanentemente imidos e férteis.

A Mentha spicata L., Lamiaceae costuma ser cultivada como erva, cujas
folhas podem ser secas e usadas como flavorizantes. Seu éleo essencial é usado
como aromatizante pelas industrias farmacéuticas em fragrancias, na medicina e
como condimento alimentar (MARTINS, 2002) (Figura 10).
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Figura 10: Mentha spicata L. (Lamiaceae). Foto: Henriette Kress.

Fonte: http://www.henriettesherbal.com/pictures/index.html

3.7 Oleos essenciais

A fitoquimica é a ciéncia destinada ao estudo dos componentes quimicos
das plantas. A aplicacdo dos estudos fitoquimicos pode se ramificar para a area
médica, assim como para a taxonomia e quimica, entre outras aplicacdes. Os
vegetais produzem uma diversidade de substancias, produtos do metabolismo
secundario, algumas responsaveis pela coloracdo e aroma de flores e frutos,
outras vinculadas com a interacdo ecolégica. O conhecimento dos constituintes
quimicos de diversas partes da planta favorece o seu uso sustentavel e contribui
para sua conservacao. As fontes de metabdlitos secundarios parecem ser
inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se encontrar novas e diferentes
estruturas com atividades de extrema importdncia medicinal ou comercial
(YUNES e CALIXTO, 2001).

A biodiversidade da flora existente no Brasil, e em particular na floresta
amazonica, representa um grande potencial para o estudo fitoquimico, porém tal
estudo deve ser realizado com responsabilidade, de modo a nao acarretar o
desaparecimento de suas espécies (INNOCENTINI, 2000). Tomando como
exemplo as espécies produtoras de dleos essenciais, de acordo com a familia que

pertencem, essas espécies acumulam esse Oleo em estruturas anatdmicas
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especificas (Figura 11). Do ponto de vista da exploracdo da biodiversidade
vegetal, quando essa estrutura representa uma fonte renovavel de matéria-
prima (resina, folha, flor, fruto ou semente), é possivel extrair-se o 06leo
essencial de modo sustentavel. Isso a torna uma fonte de 6leo ecologicamente
correta (SIANI, et al., 2000).

bolsas secretoras. Fonte: http://people.ufpr.br/~nilce/aromaticas.doc

A ISO (International Standardatization Organization) define oleos
essenciais, ou o6leos volateis, como produtos obtidos de partes de plantas por
meio de destilacdo por arraste com vapor d’agua (SIMOES e SPITZER, 2000). Os
oleos essenciais sdo misturas complexas e muito varidveis de constituintes
volateis que pertencem de forma quase exclusiva a duas séries, caracterizadas
por suas origens biossintéticas distintas: a série terpénica e a série, muito menos
freqiente, dos fenilpropandides (BRUNETON, 1991). Também podem ser
chamados de dleos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias. Essas denominacoes
derivam de algumas de suas caracteristicas fisicas, como por exemplo, a de
terem aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo, dai, a designacdo de
oleo.

A composicdo dos Oleos essenciais das plantas € determinada
geneticamente, podendo variar com os seguintes fatores: a) origem botanica (a
composicao de um oOleo essencial estd em funcdo da espécie produtora); b)
guimiotipo, os constituintes quimicos do 6leo essencial variam com a geografia;
c) ciclo vegetativo (dependendo da época do ano pode variar a porcentagem dos
constituintes); d) fatores da natureza, climaticos e tipo de solo influenciam na
producdo do 6leo essencial; e) procedimento de obtencdo (o modo de extragao
pode influenciar na composicdo quimica do 6leo, extraindo ou ndo determinados
constituintes) (BRUNETON, 1991).
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Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em
dois grandes grupos. O primeiro, essencial a todos os seres vivos, sao 0s
metabdlitos primarios, ou macromoléculas, como os lipidios, protideos e glicidios
que, a custa de energia, originam o segundo grupo de compostos quimicos, os
metabdlitos secundarios, que sdao micromoléculas com estruturas complexas,
possuindo atividades bioldgicas com funcdes variadas (HARBONE, 1984).
Destaca-se como a principal fungdo das substancias produzidas pelo metabolismo
secundario a de proteger os organismos que as produzem.

Os 6leos essenciais, no entanto, sdo formados por constituintes variados,
desde hidrocarbonetos terpénicos, alcaldides, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e até
compostos sulfurados, constituintes do metabolismo secundario. Entretanto, a
grande maioria dos 6leos essenciais é formada por terpenos volateis. A principal
caracteristica dos 6leos essenciais é a volatilidade, diferindo-se assim, dos 6leos
fixos, que sao misturas de substancias lipidicas, obtidos geralmente das
sementes. Os Oleos essenciais sdo liquidos a temperatura ambiente, tem
coloracdo clara e, em geral, possuem densidade menor que a da agua. Quase
sempre dotados de poder de rotagdo, tém indice de refracdo elevado. Sollvel em
alcoois e em solventes organicos habituais, sdo lipossolUveis e muito pouco
sollveis em agua, sendo arrastaveis por vapor d’agua (BRUNETON, 1991).

O uso de dleos essenciais como agentes medicinais é conhecido desde a
remota antiguidade. Ha registros pictéricos de seis mil anos atrds, entre os
egipcios, de praticas religiosas associadas a cura de males, as uncdes de realeza,
e a busca de bem estar fisico através de aromas obtidos de partes especificas de
certos vegetais, como resinas, flores, folhas e sementes. As substancias
aromaticas também j& eram populares nas antigas China e India. No entanto, foi
apenas a partir da Idade Média, através do processo de destilacdo introduzido
pelos cientistas mulgumanos, que se iniciou a real comercializagdo de materiais
aromaticos (SIANI, et al., 2000). A maior parte dos trabalhos sobre atividades
bioldgicas atribuidas aos 6leos essenciais na literatura especializada versa sobre
0 aspecto antimicrobiano destes (bactericida e fungicida) (BARATTA, et al. 1998;
DE FEO, et al., 2003; TEPE, et al., 2005). Muitos autores associam a atividade
bactericida dos 6leos aos seus constituintes hidrocarbonetos, sugerindo que
maior sera a atividade bactericida deste 6leo quanto maior for sua composigao

de monoterpenos hidrocarbonetos. Trabalhos ja foram feitos com o intuito de
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comprovar que estes monoterpenos também sdo responsaveis pela atividade
antifungica dos 6leos essenciais (DE FEO, et al., 2003).
Ha ainda na literatura relatos sobre atividades antiinflamatoria,

antioxidante e inseticida de 6leos essenciais (BARATTA, et al., 1998).

3.7.1 Analises cromatograficas de d6leos essenciais

A cromatografia € um método de separagdo no qual os componentes de
uma amostra dividem-se entre duas fases: uma permanece imével (fase
estacionaria) e a outra percola através dela (fase modvel). Durante a passagem
da fase moébvel sobre a fase estacionaria, os componentes da amostra sao
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes é
seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migracoes diferenciais

de cada um destes componentes.

3.7.1.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada é uma técnica amplamente utilizada
para fins de anadlise, tanto em extratos vegetais brutos quanto para avaliar o
resultado de um processo de separagao (YUNES e CALIXTO, 2001). A
cromatografia em camada delgada consiste na separacao dos componentes de
uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada de adsorvente
retido sobre uma superficie plana (WASICKY, 1987). O processo de separagao
estd fundamentado, principalmente, no fendmeno da adsorcdo. Neste caso, a
silica é seguramente um dos adsorventes mais utilizados. Em geral, a silica é
empregada na separacdo de compostos lipofilicos (WASICKY, 1987).

Na escolha da fase médvel, deve-se levar em conta a natureza quimica
das substancias a serem separadas e a polaridade da fase mével, uma vez que
existe uma competicdo entre as moléculas da fase mdvel e da amostra pela
superficie do adsorvente (WASICKY, 1987).

Apds o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas sdao secas e
reveladas. A etapa de revelagdao consiste em tornar visiveis as substancias

incolores presentes na amostra. A visualizacao das manchas pode ser feita por
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meio de métodos fisicos (luz ultravioleta), quimicos (reagentes) ou bioldgicos
(enzimas) (WASICKY, 1987).

3.7.1.2 Cromatografia em fase gasosa

As substancias volateis ou semivolateis (termo estaveis) sao
preferencialmente analisadas por cromatografia gasosa, devido ao grande poder
de separacao desta técnica, sendo capaz de separar compostos organicos com
isomeria plana similar, isomeria Optica e homodlogos com grande pureza
(VILEGAS, 1997). A cromatografia gasosa é um procedimento fisico utilizado
para se separar uma amostra em seus componentes individuais. A base para
esta separacao € a distribuicdo da amostra entre duas fases: uma estacionaria e
uma fase gasosa movel. A amostra é vaporizada e carreada pela fase mével (ou
gas de arraste, uma vez que se trata de um gas inerte cuja finalidade é
transportar as moléculas separadas) através da coluna onde se encontra a fase
estacionaria (MC NAIR, 1997). Um sistema muito utilizado para anadlise de
amostras é o uso de um espectrometro de massas, que funciona como detector,
acoplado a um cromatégrafo a gas.

Nesta técnica, conhecida como CG/EM, o gas de arraste emergente do
cromatografo é transferido através de uma valvula dentro de um tubo, onde ele
passa por uma fenda molecular. Uma parte do fluxo de gas é entdo transferida
para dentro da camara de ionizacdao do espectrémetro de massas. Cada pico
eluido da coluna cromatografica é bombardeado com uma fonte ionizante,
conseguindo fragmentar o composto em uma grande diversidade de ions, que
sao separados e registrados de acordo com suas razdes m/z (COLINS et al,
1997).

No sistema (CG/EM) é necessario o uso de uma rapida varredura pelo
espectrometro de massas. O instrumento deve determinar o espectro de massa
de cada componente na mistura, separado pela coluna cromatografica, antes
mesmo do préximo componente entrar na camara de ionizagdao, de maneira que
uma substancia ndo seja contaminada pela préoxima fracdo antes que seu
espectro tenha sido obtido. Com um sistema CG/EM é possivel também analisar

uma mistura e conduzir uma busca em uma biblioteca de dados existente no
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sistema, podendo desta maneira procurar cada componente da mistura por
tentativas e comparagoes (INNOCENTINI, 2000).

3.7.2 Métodos de extracao de 6leos essenciais

Os processos de extracdo variam conforme a localizacdo do 6leo essencial
na planta e com a finalidade de utilizagdo do mesmo. Dentre os métodos de
extracdo mais utilizados destacam-se: enfloragcdao, prensagem, extracao com

solventes organicos, extracdo por fluido supercritico e arraste por vapor d'agua.

3.7.2.1 Hidrodestilacao

Os Oleos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua,
sendo, por isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena escala, emprega-se o
Sistema de Clevenger (CLEVENGER, 1928). Com uma variacdo desse método,
inclusive no sistema de Clevenger (WASICKY, 1963) (Figura 12), faz-se a
extracao do o6leo volatil pela mistura do material vegetal a dgua. Chamada de
hidrodestilacdo obtém-se também o hidrolato, que é a parte aquosa com a
presenca de uma porcentagem do 6leo essencial, que é solivel nesta. O dleo
coletado deve ser seco com Sulfato de Sdédio (Na,SO,4) Anidro (INOCENTINNI,
2000).

3.8 Extracao aquoso enzimatica de dleos vegetais

O uso de enzimas na extracdo de oOleos vegetais foi pesquisado
intensamente na ultima década e foi aplicado para todas as oleaginosas de
interesse comercial, como mostrado nos trabalhos de revisao publicados por
DOMINGUEZ et al. (1994) e FREITAS et al. (1996). A aplicagdo dessa tecnologia
em escala comercial esta restrita, no entanto, a obtencdo de dleo de oliva. Este
6leo tem longa tradicdo na alimentacdao humana e a aplicacdo de enzimas em
escala industrial representou uma contribuicdo da tecnologia para aumentar a

guantidade e estabilidade do 6leo extra-virgem, obtido na primeira prensagem
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do fruto (CHRISTENSEN, 1991). Para se realizar a extracdo do 6leo, que se
encontra nos vacuolos intracelulares, ha necessidade de se romper paredes e
membranas celulares. Os tratamentos mecanico e térmico causam a ruptura das
estruturas celulares, porém, nao sao suficientes, ja que parte do 6leo permanece
na célula, sem ser extraido. Através da hidrdlise, rompe-se a parede celular e ha
maior liberacdo de 0leo, ocorrendo também o rompimento do complexo
molecular lipoproteina e lipopolissacarideo em moléculas simples, liberando 6leo

extra que por outro método nao seria extraido (SHANKAR, 1997).

Figura 12: Sistema de Clevenger modificado (SILVA, 2006).

A aplicagdo da tecnologia enzimatica na industria de dleos pode ser feita
de duas formas: extragao combinada e extragao aquosa.

Na extracdo combinada, o extrato enzimatico é adicionado durante a
etapa de cozimento, antes da prensagem do grao ou polpa, proporcionando uma
pré-ruptura do tecido celular e aumentando o rendimento da prensagem.
Preferencialmente, essa etapa deve ser efetuada na temperatura de maxima
atividade das enzimas. A concentracao do extrato enzimatico deve ser otimizada
e, por questdes de viabilidade econdmica, deve ser inferior a 0,1% em relagao ao
peso da matéria prima. A vantagem da extracdo combinada, comparada a

extracdo aquosa, esta associada ao fato de nao se alterar nenhuma etapa do
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processamento convencional, aumentar o rendimento na etapa de prensagem e
reduzir a viscosidade da mistura melhorando o fluxo dos produtos durante a
etapa de separacgao.

Na extracdo aquosa a matéria-prima ¢é submetida a um pré-
processamento que, em geral, consiste na diluicdo e trituracdo a quente da polpa
para inativacao das enzimas naturais e preparo de uma emulsdo homogénea. A
seguir, a mistura é transferida para um reator com controle de temperatura e
agitacdo. A enzima é adicionada nesta etapa e o substrato é mantido sob
incubacdo. A diluicdo, o tempo e a concentracdo do preparado enzimatico sdo
parametros relevantes e devem ser otimizados durante o desenvolvimento do
processo. A temperatura deve ser fixada em funcdo da atividade maxima da
enzima, de preferéncia no pH natural da emulsdo (FREITAS, et al., 1996).

O alto rendimento alcancado até entdo, com a maioria das oleaginosas,
estd associado a aplicacdo de uma quantidade significativa de enzima, da ordem
de 1%, inviabilizando seu uso em escala industrial devido ao alto preco das

enzimas comerciais (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados obtidos na extracdo aquosa enzimatica de déleos vegetais.

Oleaginosa Enzimas Conc. Rend. Referéncia
(%) (%)
Abacate a-amilase - ENMEX-S. A. 1 80 BUENROSTRO E LOPEZ-M.
(1986)
protease e celulase - ENMEX- 1 80 BUENROSTRO E LOPEZ-M.
S.A. (1986)
Amendoim protease (pepsina Merck) e 3 78 LANZANI et al. (1975)
celulase (CGA 20394)
protease e glucanase 3 76 LANZANI et al. (1975)
(Ultrazym-100)N
Coco poligalacturonase ENMEX-S.A. 1 40 CINTRA et al., 1993
poligalacturonase (Clarex), a- 1 80 CINTRA et al., 1993
amilase (Tanase)
e protease (HT-proteolytic) -
ENMEX-S.A.
hemicelulase " 3 72 FULBROOK (1984)
pectinase (SP-249) N 0,1 90 SOSULSKI et al. (1993)
Canola pectinase, hemicelulase e 0,5 92 CARR E MIKLE (1995)
celulase (SP-311) M
Farelo de celulase e pectinase M 6 87,9 SENGUPTAE
arroz! BHATTACHARYYA, 1996
Germe de pectinase (Ultra-SP-L) " 2 74,2 BOCEVSKA et al. (1992)
milho Gamanase y 1 73,3 BOCEVSKA et al. (1992)
celulase (Celuclast 1,5 L) y 2 84,7 BOCEVSKA et al. (1992)
Gergelim celulase e pectinase 5 74 LANZANI et al. (1975)
(Maxatase-Ciba Geigy)
Girassol celulase e pectinase 3 52 LANZANI et al. (1975)
(Maxatase Ciba Geigy)
celulase | 2 54 BADR E SITOHI (1992)
proteinase animal 51 BADR E SITOHI (1992)
Mostarda® celulase e pectinase y 4 100 SENGUPTA E
BHATTACHARYYA, (1996)
Soja’ hemicelulase (A2) e 3 63 FULBROOK (1984)
proteinase (B1) .
proteinase (B1) . 3 83 FULBROOK (1984).

1 - Extragdo usando solvente organico durante e apds incubacdo enzimatica, antes da etapa de
centrifugacdo; L - refere-se as enzimas produzidas em escala de laboratério e, N - refere-se as
enzimas comerciais produzidas pela Novo Nordisk.
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4 MATERIAL E METODOS

Para melhor compreensao da parte experimental do trabalho, segue na

Figura 13 o fluxograma que descreve de maneira geral as etapas seguidas.

Parte Microbiologica Parte Farmacognostica

Produgao das Enzimas Extragdo Aquoso Enzimatica

dos Oleos Essenciais
\ 4
Andlise e Quantificacdo das v
Enzimas Determinacao do Rendimento
\ 4 A
Acerto das Concentragdes de Analises Fisico-quimicas
Enzimas

Figura 13: Fluxograma da parte experimental.

4.1 Projeto e construcao de biorreator

O material utilizado para a construcao do biorreator foi escolhido de
modo que nao reagisse com o meio de cultura utilizado, nem com os compostos
produzidos na fermentacao, e que fossem resistentes ao processo de
esterilizacdo. Apds buscas na literatura, foram escolhidos o aco inoxidavel e o
cobre.

O corpo do biorreator foi construido em aco inox a partir de um cilindro
medindo 55,5 cm de altura por 15,5 cm de diametro e 2,0 mm de espessura. Em
seu interior, foi colocado encanamento de cobre em forma de circulo, para a
circulacdo da agua para resfriamento. Outro cano de cobre foi colocado para
entrada de oxigénio. A tampa, também de aco inox com 2,0 mm de espessura,
foi fixada ao corpo do biorreator por meio de parafusos e vedada com anel de
borracha tipo “O-ring”. Um cano em acgo inox foi colocado junto ao lado interno
da tampa para servir de guia para o eixo da hélice e a vedacdo se deu com o uso
de selos. Na tampa foram colocados bocais de cobre para acesso ao interior do
biorreator. No fundo do corpo havia uma saida de 1,27 cm para a retirada de

amostras e do produto final (Figura 14).
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A aeracgao foi feita por meio de duas bombas de ar. O sistema de filtros
de ar foi composto de trés unidades, sendo os dois primeiros de 0,45 um e o

ultimo de 0,22 ym, o que garantiu a esterilidade do ar utilizado.

Figura 14 : Visdo superior do biorreator: (a) Tampa superior do biorreator: (1) entradas, (2)
suporte do motor, (3) entrada do eixo da hélice. (b) Visao interna do biorreator: (4) aerador, (5)
serpentina de circulacdo de agua, (6) saida de CO..

Para o sistema de agitagao, foi utilizado um motor elétrico, acoplado ao
eixo das pas, apds o processo de esterilizagdo, de rotacao variavel de 300 a 500
rpm. Foi utilizada uma hélice com fluxo duplo responsavel por uma agitagao

axial, conforme demonstrado na Figura 15.

Figura 15: Tipo de pa utilizada no biorreator.

A temperatura da agua utilizada no resfriamento ou aquecimento do
biorreator foi controlada por um termostato acoplado a um aquecedor com

capacidade de aquecimento de 5,0 Watt/L. Foram usados 10 litros de agua para
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o sistema. Em outro sistema, foi utilizado um banho de agua circulante com

controle de temperatura.

Figura 16: Sistema completo do biorreator: (1) biorreator, (2) motor, (3) banho circulante, (4)
filtros de ar, (5) compressores de ar, (6) captacdo de CO..

O pH do meio de cultura foi controlado manualmente, onde amostras
eram retiradas regularmente e avaliadas. Quando necessario, eram adicionadas
as quantidades de NaOH 25% ou H,SO4 10% necessarias para a manutencao do
pH.

4.2 Microrganismos

Foram utilizados neste trabalho os seguintes microrganismos:
» Aspergillus niger Cepa Industrial, cedida pelo Prof. Dr. Jodo Atilio
Jorge, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo.
» Trichoderma reesei QM 9414 (ATCC 26921), proveniente do
Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Unesp, Campus de Araraquara.
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» Trichoderma reesei Rut C-30, cedida pelo Prof. Dr. Aldo José
Pinheiro Dillon, da Universidade de Caxias do Sul (Caxias do Sul - RS).

Figura 17: Microrganismos crescidos em PDA, apods 7 dias, a 28° C. (a) T. reesei Rut C-30, (b) T.
reesei QM 9414, (c) A. niger.

4.3 Manutengao das cepas

A manutencao das cepas em laboratdrio foi realizada em meio sélido de
agar batata dextrose (extrato de batata 20%, dextrose 10%, agar 15%) para as
cepas de Trichoderma e em meio sélido dgar e aveia (aveia 40% e agar 15%)
para Aspergillus niger, em tubos inclinados, com repiques periddicos em

intervalos de aproximadamente quinze dias e mantidas a 28 °C.

4.4 Obtencgao do indculo

Para obtencdo dos indculos, os microrganismos foram cultivados em
placas de Petri, contendo 20 mL de meio sélido agar batata dextrose para T.
reesei e agar aveia para A. niger. Foram incubados por 7 dias em estufa a 28° C.
A concentracdo utilizada em todos os testes foi de 10’ esporos/mL. A contagem
se deu em Cémara de Neubauer, apds suspensdao em agua destilada estéril. A
inoculacao foi realizada apds, ajustando-se o volume de indculo necessario com o

volume de meio de cultura.
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4.5 Determinacao dos meios de cultura para producao de enzimas

Diversos substratos sao utilizados com o objetivo de se obter grandes
quantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos. Para a determinacao
dos melhores meios de cultura, foram realizados testes com seis tipos de meios

para T. reesei e quatro para A. niger.

4.5.1 Meios de cultura para T. reesei

Foram testados seis meios de cultura, cujas formulagdes e respectivos
autores estdo descritos na Tabela 3. Foi testado também o uso do sistema de
“Fed-batch” ou realimentacao, onde houve a adicdao posterior de meios
nutrientes altamente concentrados no biorreator sem nenhuma remocao do meio

inicial.

Tabela 3: Composicao dos diferentes meios de cultura utilizados para producdo das

enzimas estudadas por T. reesei (!)

Meio Meio Meio Meio Meio 5 Meijo 6
1 2 3 4 Inicial bgﬁgf; Inicial bgicdf;
KH,PO4 (g.L'Y) 2,0 20 20 2,0 50 O 5,0 O
(NH4)2S04 (g.LY) 14 14 14 1,4 1,0 O 1,0 O
Uréia (g.L'}) 0,3 03 03 O 0 0 0 0
MgS04.7H,0 (g.L}) 0,3 03 03 0,3 06 O 0,6 O
CaCl;.2H50 (g.L'Y) 0,3 03 03 0,3 0,8 O 0,8 O
CoCl;.6H50 (mg.L'}) 2,0 20 20 2,0 2,0 20,0 2,0 20,0
FeS04.7H,0 (mg.L?) 50 50 50 5,0 5,0 50,0 5,0 50,0
ZnS04.7H,0 (mg.L?) 0 0 0 0 1,4 14,0 1,4 14,0
ZnCl, (mg.L'Y) 1.6 1,6 1,6 1,6 0 0 0 0
MnSQ04.H,0 (mg.L?) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 16,0 1,6 16,0
Peptona (g.L'}) 0 0,05 0,75 O 0,75 7,5 0,75 7,5
Celulose (g.L'Y) 10,0 50 20 O 30,0 10,0 10,0 10,0
Tween 80 (mL.L'?) 0 0 1,0 1,0 0,2 O 0,2 O
Extrato de Levedura (g..%) 0,1 0,1 0,25 O 0,3 3,0 0,3 3,0
Lactose Mono (g.L!) 0 0 0 0 30,0 10,0 10,0 10,0
D-Glicose (g.L?) 0 0 0 0 50 0 1,0 O
Corn Steep Liquor (g.L'!) 0 10,0 O 0 0 0 0 0

(1) Referéncias: Meio 1: MANDELS, M. e REESE E.T., 1956; Meio 2: MANDELS, M. e WEBER, 1J.,
1969; Meio 3: MANDELS, M. e WEBER, J., 1970; Meio 4: MANDELS, M. e STERNBURG, D. 1976;
Meio 5 e Meio 6: Propostos.
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4.5.2 Meios de cultura para A. niger

Foram testados quatro meios de cultura para A. niger, conforme Tabela
4, buscando a producao das enzimas estudadas em grandes quantidades. O
sistema “Fed-batch” nao foi utilizado por ndao terem sido encontrados dados na
literatura que indicassem melhora na producdo enzimatica com a utilizacdo de

realimentacao.

Tabela 4: Composicao dos diferentes meios de cultura utilizados para producdo das

enzimas estudadas por A. niger "

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4

KH,PO4 (g.L™) 2,0 0,5 1,0 4,0
(NH4)2S04 (g.L™?) 1,4 0 2,0 2,0
Na,HPO, (g.L™) 0 0 0 0,2
MgS0,4.7H,0 (g.L ™) 0,3 0 0 0,07
CaCl,.2H,0 (g.L™) 0,3 0 0 0,01
CoCl,.6H,0 (mg.L?) 2,0 0 0 0
FeS0,.7H,0 (mg.L1) 5,0 0 0 0
ZnS0,.7H,0 (mg.L?) 1,4 0 0 0
H3BO4 (mg.L) 0 0 0 10
CuS04.5H,0 (mg.L?) 10,0 0 0 0
MnS0,.H,0 (mg.L?) 1,56 0 0 70,0
Peptona (g.L'?!) 1,0 0 0 0
Celulose (g.L™) 0 0 0 7,0
Corn Steep Liquor (g.L™) 0 5,0 0 0
Tween 80 (mL.L™) 1,0 0 0 0
Extrato de Levedura (g.L'?) 0,05 0 0 0
Farelo de Arroz (g.L'™?) 0 0,5 0 0
Bagaco de Cana-de-acucar (g.L'?) 10,0 0 0 0
Lactose Monohidratada (g.L™) 0 0 0

D-Glicose (g.L™!) 0 0 14,0 10,0
Pectina Citrica (g.L™") 0 0 7,0 7,0

(1) Referéncias: Meio 1: AGUIAR, C. e MENEZES, T.; Meio 2: KANG, S.W., et al., 2004; Meio 3:
HUERTA, S., et al 1994; Meio 4: Proposto.

4.6 Recuperacao do EEB e determinacao da biomassa

Apos o periodo de incubagdo, o extrato contendo a biomassa microbiana
e o0 meio de cultura com as enzimas foi filtrado a vacuo, em banho de gelo,
utilizando-se funil de Buchner com papel de filtro ADVANTEC TOYO 5 C (85 mm
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de diametro) de porosidade igual a 45 ym. O filtrado, contendo a biomassa, e o
sobrenadante (EEB) foram estocados a -20° C para posteriores analises.
A determinacdo da biomassa foi feita pesando-se a mesma apds filtragao

e total retirada de liquidos com papel absorvente.

4.7 Analise fisico-quimica e microbiologica do EEB

Logo apds a sua recuperacao, o EEB foi submetido a determinacdo de pH,
para a elaboracdo de um perfil caracteristico das enzimas presentes, e a testes
microbioldgicos, a fim de se determinar a eficiéncia da separacdo da biomassa do
EEB. Amostras foram aplicadas sobre placas de Petri contendo meio Sabouraud e

Agar Batata Dextrose.

4.8 Precipitacao das proteinas

As proteinas foram precipitadas antes de serem submetidas as analises
quantitativas. Aliquotas de 1 mL do EEB foram misturados com 1 mL de uma
solucdo de acido tricloro acético (TCA) a 10% (m/v). Apds repouso de
aproximadamente 60 minutos sob refrigeragdo de 4° C, a mistura foi
centrifugada por 25 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi solubilizado em tamp&o citrato 50 mmol/L pH 4,8. A andlise das

proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951).

4.9 Determinacao da concentracao de proteinas pelo método de

Lowry

Os reagentes utilizados por este método foram preparados da seguinte
maneira: Reagente A - foram dissolvidos 20,0 g de Na,COs; e 4,0 g de NaOH em
agua destilada e, em seguida, o volume foi completado para 1,0 L; Reagente B-1
- foram dissolvidos 1,0 g de CuSO, em agua destilada e, em seguida, o volume
foi completado para 100,0 mL; Reagente B-2 - foram dissolvidos 2,0 g de

tartarato de sédio e potdssio em agua destilada e, em seguida, o volume foi
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completado até 100,0 mL; Reagente C - preparado pela mistura de 1,0 mL do
Reagente B-2 a 1,0 mL do reagente B-1, seguido da adicao de 100,0 mL do
Reagente A.

Inicialmente, foram adicionados 5 mL do Reagente C a 0,5 mL da solugao
de proteinas. Apds 10 minutos, 0,5 mL do reagente de Folim Ciocalteau diluido
em agua na proporcao de 1:1 foi adicionado a mistura. Depois de 30 minutos, a
absorbancia da solucdo foi medida em 660 nm e as proteinas foram
guantificadas empregando-se uma curva de calibragao contendo soro albumina

bovina como padrao (Lowry, 1951).

4. 10 Determinacao do perfil protéico através de eletroforese em

gel de poliacrilamida desnaturante

O perfil protéico dos extratos extracelulares foi avaliado através de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio com gel de
empilhamento de 12% e gel de separagao de 12% (LAEMMLI, 1970). Para a
confeccdo dos géis de poliacrilamida foram utilizadas placas de vidro medindo
19,5 x 16,0 x 0,3 cm, separadas por espacadores de 1 mm de espessura. A
eletroforese foi realizada em tampao tris-glicina. As concentracoes dos reagentes
e quantidades necessarias estdao descritas nas Tabelas 5 e 6. O tempo de corrida
foi de aproximadamente 10 horas a 50,0 V, 40,0 mA e 90,0 W.

Tabela 5: Composicao do gel de separacao a 12%

Reagentes Quantidade
Agua MiliQ 6,6 mL
Acrilamida 30% 8,0 mL
Tris HCL 1,5M pH 8,8 5,0 mL
SDS 10% 200,0 pL
Persulfato de Amoénio 10% 200,0 L

Temed 8,0 L
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Tabela 6: Composicao do gel de empilhamento a 12%

Reagentes Quantidade
Agua MiliQ 5,5 mL
Acrilamida 30% 1,3 mL
Tris HCL 1,5M pH 8,8 1,0 mL
SDS 10% 80,0 pL
Persulfato de Amoénio 10% 80,0 pL
Temed 8,0 uL

4.10.1 Revelagao do gel pela prata

Apds a retirada do gel da cuba de eletroforese, o perfil protéico foi
revelado utilizando-se o método de revelagao pela prata. O gel foi colocado em
TCA 20% por 30 minutos, lavado com uma solucao de etanol 10% e acido
acético 5%, por 10 minutos, trés vezes. Em seguida, foi colocado agente
oxidante por 5 minutos, lavado com agua destilada por 10 minutos, duas vezes,
e adicionado a solugdo de nitrato de prata por 20 minutos. O gel foi lavado com
agua destilada, 1 minuto, e adicionado um agente redutor; apods tal

procedimento, a reacgao foi interrompida com acido acético a 5%.

4.11 Preparacao da celulase utilizada como padrao

Para fins de estudos comparativos em alguns dos experimentos, uma
amostra de celulase obtida comercialmente (Celulase de T. reesei ATCC 26921,
SIGMA®) foi utilizada. O preparo se deu diluindo-se 1,0 mg em 250,0 uL de
tampao citrato 50mM pH 4.8. Segundo o fornecedor, 1,0 mg da enzima contém
6,6 UI.

4.12 Determinacgao dos aclcares redutores

O reagente DNS foi preparado com a dissolucao de 7,49 g de &acido 3,5-
dinitrosalicilico e 14 g de NaOH em 1000 mL de &gua destilada. Apds a

dissolucdo, foram adicionados 216,10 g de tartarato duplo de sédio e potassio
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(Sal de Rochelle), 5,37 mL de fenol (fundido a 50° C) e 5,86 g de metabissulfito
de sddio. O reagente foi armazenado em temperatura ambiente.

Para o procedimento analitico, foram adicionados 2,0 mL do reagente
DNS a amostras com 1,0 ou 2,0 mL em tubos de ensaio. O meio reacional
permaneceu em agua fervente por exatamente 5 minutos e, em seguida, foi
resfriado em banho de agua a temperatura ambiente. Apdés a homogeneizacao do
meio, mediante inversdo dos tubos, quando necessario, aliquota de 1,0 mL foi
retirada e diluida para possibilitar a medicdao da absorbancia. Leituras de
absorbancia das amostras em A=540 foram feitas e a quantificacdo foi realizada
através de uma curva de calibragao, utilizando-se o agucar redutor de interesse

como padrao.

4.12.1 Determinacao do coeficiente de extingao molar

As curvas de calibracdao, baseadas em solugdes-padrao com concentragoes
de 0,1 a 1 mg/mL, foram submetidas ao mesmo procedimento das amostras. A
determinagdao do coeficiente de extincgdo molar foi baseada na lei de Lambert-
Beer e se deu da seguinte maneira: o grafico da curva da absorbancia x
concentracdo do acucar redutor (pumols/mL) foi tracado e determinado o
coeficiente angular. O coeficiente de extingdo molar (€) foi determinado a partir

da seguinte equacdo: A = a x b x ¢, onde A = Absorbancia, a = absortividade, b

= caminho o6ptico (cm) e ¢ = concentracdo. Como b = 1,0, obtivemos: a ou € =
A + ¢, onde € é dado por pmols x uL™* x cm™. Para a curva de glicose o € obtido

foi 0,2316 e para a curva de xilose, obtivemos € = 0,2498.

4.13 Determinacao da atividade de Celulase total

Tiras de aproximadamente 1,0 x 8,0 cm (70 mg) de papel de filtro
Whatman #1, recortadas e enroladas, foram adicionadas a tubos de ensaio pré-
incubados a 50° C, contendo 1,0 mL de tampdo e 1,0 mL do EEB em, no minimo,
trés diluicbes diferentes. Apds uma hora de incubacdo, a hidrélise foi

interrompida com a adicdao de 2,0 mL de DNS e seguiu-se a quantificagdo como
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descrito no item 4.12. Antes da realizacao da leitura, todas as amostras, padroes
e solugdes de referéncia (brancos) foram diluidas quatro vezes com agua
destilada. A absorbancia da solucao foi medida em 540 nm e a concentracao de
acuUcares redutores foi determinada contra uma curva de calibracdo onde a D-
glicose foi utilizada como padrdao (GHOSE, 1986). Em seguida, a atividade
enzimatica foi calculada de acordo com a seguinte formula:

absorbancia (540 nm) x vol. Ensaio
AE =

€ x tempo (min) x vol. amostra

Uma unidade foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria

para liberar um pmol de glicose por minuto, por mL de reacao.

4.14 Determinacao da atividade de Endoglucanase

Aliquotas de 0,5 mL de amostras do extrato enzimatico diluido foram
incubadas a 50 °C e a reagao foi iniciada com a adigao de 0,5 mL de uma solugao
de CMC de viscosidade média, preparada em uma concentracdo de 2% em
tampdo citrato. Antes de ser utilizada, a solugcao de CMC foi submetida a
deaeracdo em ultra-som. Apds 30 minutos, a reacdo foi interrompida com a
adicao de 2,0 mL da solucao de DNS, procedendo-se entao como descrito no
item 4.12. A absorbancia das amostras foi medida e comparada a uma curva de
calibracdo constituida com padrdes de D-glicose. Para a analise do branco e dos
padrdes, foram incubados 0,5 mL da solugao de CMC por 30 minutos a 50 °C,
seguida da adicao de 2,0 mL de DNS e em seguida, a adicao de 0,5 mL de
tampdo para o branco ou da solugdao contendo D-glicose para a curva. Entao
prosseguiu-se pelo procedimento descrito no item 4.12. Todas as amostras,
padroes e branco foram diluidos cinco vezes para leitura da absorbancia, a fim
de ajusta-la a niveis compativeis com a Lei de Lambert-Beer. O cdlculo da
atividade enzimatica foi feito como no item 4.13. Uma unidade foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de glicose por mL, por

minuto de reacao.
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4.15 Determinacao da atividade de B-glicosidase

Adicionou-se 0,25 mL do EEB a tubos de ensaio, em diluicoes
apropriadas, juntamente com 0,5 mL de uma solugao tampao citrato. O meio foi
previamente incubado a 42° C e, em seguida, adicionou-se 0,25 mL de uma
solucdo 4,0 mmol/L de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo em tampao citrato. Apos
10 minutos, adicionou-se 1,0 mL de uma solucao 1,0 mol/L de carbonato de
sddio, interrompendo a reagao por deslocar o pH para o meio basico, onde as
enzimas nao apresentam mais atividade e por ser o pH onde o p-nitrofenol exibe
coloracao amarela. A concentracao de glicose produzida foi determinada
indiretamente pela medida da concentracao de p-nitrofenol no meio reacional,
por leitura em espectrofotobmetro a 410 nm. A curva de calibragao foi construida
com solugdes padrdao de p-nitrofenol. O cdlculo da atividade de B-glicosidase foi

feito da seguinte maneira:

absorbancia (410 nm) x vol. Ensaio
AE =

€ x tempo (min) x vol. amostra

Uma unidade foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria

para liberar um nmol de p-nitrofenol por mL, por minuto de reacao.

4.16 Determinacao da atividade de Xilanase

Foi utilizado com o substrato "Birch Xylan” (X-0502, Sigma) a 1%. Foi
homogeneizado 1,0 g de substrato em 80 mL de tampao citrato a 60°C e, em
seguida, a solucdo foi aquecida até fervura em uma chapa de aquecimento com
agitacdo magnética. A solucdo foi entdo resfriada em banho de agua a
temperatura ambiente e nela permaneceu sob agitacao lenta durante uma noite.
O volume foi completado até 100 mL com tampao citrato.

Para a determinacao da atividade de xilanase, 1,8 mL de uma solugdao de
xilana a 1% (m/v) em tampado citrato foram inicialmente incubados a 50°C. Apds
a estabilizacao da temperatura, 0,2 mL do EEB foi adicionado ao meio em
diluicdo apropriada. Apds 5 minutos, a reacao foi interrompida com a adicdo de

2,0 mL de solucao de DNS, seguindo-se a determinacdo como descrito no item
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4.12. A absorbancia das amostras foi medida e comparada a uma curva de
calibragcdo baseada em padrdoes de D-xilose. Para a anadlise do branco e dos
padrdes, foram incubados 1,8 mL da solugao de xilana por 30 minutos em 50°C,
seguida de adicao de 2,0 mL de DNS e em seguida, adicionou-se 0,2 mL de
tampdo para o branco ou da solucdo contendo D-xilose para a curva e entao
prosseguiu-se pelo procedimento descrito no item 4.12. O célculo da atividade
enzimatica foi realizado como no item 4.13. Uma unidade foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para a liberacdo de um pmol de xilose

por minuto, por mL de reagao. O método foi realizado segundo BAILEY (1992).

4.17 Determinacao da atividade de Poligalacturonase

Foi utilizado como substrato o polipectato de sédio 0,5% preparado em
tampao acetato de sédio 25,0 mmols/L pH 5,0 contendo 1,0 mmol/L de EDTA.
No procedimento, foram preparadas trés diluicbes diferentes do extrato
enzimatico. Aliquotas de 0,5 mL destas amostras foram incubadas a 50 °C e a
reacao foi iniciada com a adicdo de 0,5 mL da solucdo polipectato de sédio. Apds
30 minutos, a reacao foi interrompida com a adicao de 2,0 mL da solugdo de
DNS, procedendo-se entdo como descrito no item 4.12. A absorbéancia das
amostras foi medida e comparada a uma curva de calibracdo constituida com
padroes de acido monogalacturdnico. Para a analise do branco e dos padroes,
foram incubados 0,5 mL da solugao de polipectato de sddio por 30 minutos a 50
°C, seguida da adicao de 2,0 mL de DNS e em seguida, a adicao de 0,5 mL de
tampao para o branco ou da solucdo contendo acido monogalacturonico para a
curva e entdo prosseguiu-se pelo procedimento descrito no item 4.12. O calculo
da atividade enzimatica foi realizado como no item 4.13. Uma unidade foi
definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de

acido monogalacturdnico por minuto de reacao.

4.18 Determinacao da atividade de Pectinase

O método foi realizado segundo MILL e TUTTOBELLO (1961), onde foi

utilizado como substrato uma solucao de pectina 0,2% em tampdo acetato de
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sédio 25,0 mmols/L pH 5,0 contendo 1,0 mmol/L de EDTA. Aliquotas de 0,5 mL
das amostras contendo o EEB foram incubadas a 50 °C e a reacao foi iniciada
com a adicao de 5,5 mL da solucdo de pectina. Apés 30 minutos, a reacao foi
interrompida por resfriamento rapido em banho de gelo. A viscosidade foi
medida em viscosimetro de vidro com circulacdo de agua a temperatura de 37°
C. O branco foi feito misturando-se 5,5 mL da solucdo de pectina com 0,5 mL do
tampao utilizado no método. A viscosidade da solucdo de pectina foi medida
antes e depois de misturada ao EEB.

A definicdo de uma unidade viscosimétrica, segundo SCALA et al., 1980,
€ a quantidade de enzima necessaria para diminuir em 50% a viscosidade inicial
da solugdao de substrato em um minuto de reagao. A porcentagem da diminuicao

da viscosidade foi determinada pela seguinte equacao:

o ~ tempo de escoamento do branco - tempo de escoamento da amostra
% redugao de

viscosidade = ; X100
tempo de escoamento do branco - tempo de escoamento da agua

4.19 Determinacao das condicoes ideais de cultivo dos

microrganismos

A fim de se obter a maxima producdo das enzimas de interesse, fez-
se necessaria a determinacao das condicdes ideais de incubacdo em biorreator.

Todos os testes foram realizados utilizando-se Trichoderma reesei Rut C-30.

4.19.1 Determinacao do pH

Foram realizados testes da variacao do pH do meio de cultura. O pH
inicial foi ajustado utilizando-se uma solugdo de amodnia e agua 12,5% (v/v) ou
de acido sulfturico 10% (v/v) nos seguintes valores: 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0. A
incubagdo se deu em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio
de cultura, em mesa agitadora de movimento orbital a aproximadamente 180

rpm e temperatura em torno de 28° C. O periodo de incubacdo foi de 10 dias.
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4.19.2 Determinacao da temperatura

Para determinar qual a melhor temperatura para o crescimento e
producdo enzimatica, foram feitos testes onde o cultivo ocorreu em diferentes
temperaturas: 25, 28 e 30° C. A incubagcdao se deu em frascos Erlenmeyers de
250 mL, contendo 100 mL de meio de cultura, em mesa agitadora de movimento
orbital a aproximadamente 180 rpm, durante 10 dias. O pH inicial do meio de

cultura foi 4,0.

4.19.3 Determinacao da velocidade de agitacao

Duas velocidades de agitagao foram testadas em biorreator: 400 e 500
rpm. O meio de cultura utilizado foi o niumero 5, proposto para T. reesei, porém
sem adigao posterior de nutrientes. O pH do meio foi mantido em torno de 4,0 e

a temperatura em 28° C. O tempo de incubagao foi de sete dias.

4.19.4 Determinacao da taxa de aeracgao

Foram realizados testes de crescimento e producdo enzimatica em dois
cultivos com diferentes quantidades de oxigénio: 0,5 e 1,5 vvm, sendo esses
encontrados calculando-se a quantidade de ar produzida em relacao ao volume
de meio de cultura utilizado nos testes. As condigdes de incubagao foram

semelhantes a do item anterior, com uma velocidade de agitacao de 400 rpm.

4.20 Analise microbiologica do extrato enzimatico

Para garantir a esterilidade do EEB contendo as enzimas estudadas, apds
o processo de filtracao e separacao da biomassa, o sobrenadante foi aplicado em
placas de Petri contendo meio agar batata e dextrose e meio Sabouraud, ambos

ricos em nutrientes e préprios para crescimento de fungos e bactérias.
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4.21 Preparacao da Celulase obtida comercialmente

Além das amostras produzidas a partir dos processos fermentativos, uma
celulase obtida comercialmente (Celulase de T. reesei ATCC 26921, SIGMA®
C8546) foi utilizada nos testes determinantes de atividade de celulase total,
endoglunase e B-glicosidase, com a finalidade de comparacdo. A celulase obtida
comercialmente foi preparada diluindo-se 1,0 mg em 1,0 mL de tampao citrato.

Segundo o fornecedor, 1,0 mg da enzima contém 6,6 UI.

4.22 Analise da termoestabilidade das enzimas

Com o objetivo de se determinar a estabilidade térmica das enzimas
produzidas, foram realizados testes com as enzimas produzidas por Trichoderma
reesei QM 9414 e Rut C-30 frente a enzima obtida comercialmente (C8546-
10KU, Sigma Prod.). Foram submetidas as temperaturas de 40° C a 80° C, com
intervalos de 5° C durante 10, 30 e 60 minutos. Apds o tempo de reacgao, os
tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para encerrar a reagao
de hidrdlise enzimatica e seguiu-se a determinacdao das atividades enzimaticas

conforme descrito no item 4.13.

4.23 Efeito de ions e outras substancias sobre a atividade

enzimatica

A fim de se determinar o efeito de ions e outras substéncias sobre as
atividades de celulases, xilanases e [-glicosidase, foram realizados testes
utilizando EEBs provenientes de biorreator apdés 7 dias nas condigcbes ideais
produzidas por A. niger e T. reesei Rut C-30 e QM 9414. Os ensaios enzimaticos
foram realizados frente a solugdes contendo 1,0 mM de: ZnCl,, MgS0,4.7H20,
MnS04.H,0, CuS0,4.5H,0, FeClLs;, AgNOs; e EDTA. As solucbes idnicas foram
adicionadas ao tampao citrato utilizado na determinagdao das atividades
enzimaticas. Apds ajuste de volume do tampdo, procedeu-se conforme descrito
nos itens 4.13, 4.15 e 4.16.
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4.24 Determinacao da concentracao enzimatica para a extracao

dos oOleos

Depois de estabelecidos todos os parametros para a produgdao das
enzimas celulases, xilanase e pectinase em biorreator, os EEBs foram utilizados
nas extracoes dos 6leos essenciais. Porém, antes dessa etapa, fez-se necessario
estabelecer as quantidades de EEB que seriam utilizados. Para isso, com o0s
resultados obtidos nos testes de atividade enzimatica, padronizou-se a
concentracdo enzimatica necessaria para a maior liberacdo dos dleos essenciais.
Foram utilizados 100,0 g de material vegetal fresco e o volume de EEB e o
volume final foi completado para 2,0L com tampdo citrato de sédio 50 mM e pH
4.8.

4.25 Aplicacao das enzimas na extracao dos Oleos essenciais

Para a extracdo dos Oleos essenciais, foi utilizada a técnica da
hidrodestilagdo com um aparelho de Clevenger. Antes da extracao, o material
vegetal foi submetido a um tratamento com o EEB contendo as enzimas nas
concentracOes ja descritas no item anterior. Foram utilizados EEBs provenientes
de biorreator apds 7 dias nas condicOes ideais produzidas por A. niger e T. reesei
Rut C-30. O tratamento se deu por uma hora, a uma temperatura de 50° C. Em
paralelo, foi realizado o teste controle, onde a mesma quantidade de material
vegetal foi submetido ao tratamento nas mesmas condigdes, porém apenas com
tampao citrato.

Apds o tratamento, os balGes foram acoplados ao aparelho de Clevenger,

e a extracao se deu por 4 horas.

4.26 Determinacao do rendimento de dleo produzido

Os testes de determinacdo do rendimento de 6leo foram realizados com

as partes aéreas das plantas frescas ou secas, da maneira descrita a seqguir.
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4.26.1 Coleta e preparo do material vegetal

Para os testes de rendimento de odleos essenciais foram utilizadas as
partes aéreas de Melampodium divaricatum e Mentha spicata, ambas coletadas
no Horto Plantas Medicinais e Téxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Unesp de Araraquara-SP. As coletas foram feitas nos meses de setembro e
outubro de 2007, sempre no periodo da manha. Apds coleta, foi feita a retirada

de materiais estranhos, e utilizado logo em seguida.

4.26.1 Tratamento enzimatico do material vegetal

Antes da extracdo, o material vegetal foi submetido a um pré-
processamento, que consistiu na mistura desse material ao EEB contendo as
enzimas ja quantificadas. Foram preparados dois baldes de vidro redondos de
capacidade de 5,0 L, ambos contendo 100 g de material vegetal. Em um deles,
adicionou-se 2,0 L de agua destilada e no outro, a mesma quantidade de uma
solucao do EEB contendo as enzimas ja quantificadas e solucdo tampao citrato de
soédio 50 mM e pH 4,8. A quantidade de EEB e de tampao citrato foi determinada
segundo item 4.24. Apods, os baldes foram colocados em banho a 50° C por 1
hora. Em seguida, os baldes foram acoplados ao aparelho de Clevenger e

procedeu-se a extragao.

4.26.2 Extracao do oleo essencial

A extracao se deu por 4 horas, mantendo-se a temperatura em 100° C.
Posteriormente, os dleos foram secos, por meio da percolacdao em Na25S04 anidro.
Estas operagdes foram realizadas em triplicata. Os dleos foram armazenados em
frascos de vidro sob refrigeracdo, para evitar perdas de constituintes volateis e,
entdo, submetidos as analises por CG/EM e CCD.

O rendimento foi calculado pela relacdo das massas de 6leo extraido nas
duas situagdes. Para a medida da massa utilizou-se uma balanca analitica da
METTLER, modelo AE - 240, com precisdo de 10™g.
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4.27 Analises cromatograficas dos dleos

4.27.1 Cromatografia em camada delgada

Utilizaram-se placas de vidro de 20 x 20 cm recobertas com uma camada
de 0,5 mm de espessura, utilizando-se como fase estacionaria silica G-60 e GF254
Mercke, na proporcao 1:10 (m/m). As placas foram limpas com agua e
detergente, e em seguida mergulhadas em solugdo sulfrocromica por uma noite.
Apds este periodo, as placas de vidro foram retiradas da solugao e enxaguadas
em agua corrente e em agua destilada, e seca em estufa para uso posterior.

Depois de secas, as placas foram acomodadas uma ao lado da outra
numa prancheta horizontal, feita de aluminio, tendo um bordo retangular
longitudinal e outro transversal, que as mantém em ordem, lado a lado, para a
aplicacdao da camada adsorvente. A aplicacao da camada adsorvente (0,25 mm)
foi efetuada com ajuda de um aparelho espalhador especial, que tem um
dispositivo que permite a variagdao de sua espessura. Colocou-se a suspensao de
adsorvente sobre a primeira placa a ser recoberta, deslocando-se entao o
aparelho sobre as placas em cima da prancheta, fazendo-se a deposicdo da
suspensao.

As amostras de oleos essenciais foram diluidas em cloroférmio padrdo
analitico, na relagao 1:10 (v/v). A aplicacdo da amostra sobre a cromatoplaca foi
feita utilizando-se um tubo capilar a uma distancia de dois centimetros do
extremo inferior da cromatoplaca. Efetuou-se a aplicagao da amostra em fragdes
consecutivas, com intervalos suficientes para a evaporagao do solvente. A fase

movel utilizada foi uma mistura de tolueno e acetato de etila (93:7).

4.27.2 Cromatografia em fase gasosa

Os 6leos essenciais e as fragdes separadas por CCD foram analisados por
CG/EM em um cromatografo de fase gasosa acoplado a um espectrometro de
massa SHIMADZU modelo QP-2010, acoplado a um detector seletivo de massas
HP-5970 de modo impacto eletronico, com uma energia de 70 eV, temperatura
da interfase de transferéncia de 300 °C e banco de dados NBS-Reve (40.000
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registros). As condicbes cromatograficas foram: Coluna DB-5MS (30m x 0,25
mm i.d. x 0,25 um); Temperatura inicial de 60 °C; Tempo inicial de 3 minutos;
Tempo final de 70 minutos; Temperatura final de 240 °C; Temperatura do injetor
de 240 °C; Temperatura do detector de 250 °C; Gas de arraste He; Programacao
da rampa: 60 °C até 100 °C na razao de 7 °C/min, depois 100 °C até 250 °C na
razao de 12 °C/min. Split de 1:50; pde 36 cm/seg.; Modo Scan: 30 a 300 Da

4.27.2.1 Quantificacao e Identificacao

A quantificacdo nos constituintes nos 6leos foi realizada a partir de
solucdes 10 % (d6leo em cloroférmio) pela normalizagao simples da area do pico
de cada composto, sendo a area total a somatdria de todas as areas do
cromatograma (100 %). A identificacdo dos componentes do éleo foi feita pela
analise do banco de dados do sistema CG/EM, por comparacao do padrdo de

fragmentacdo obtido na espectrometria de massas.

4.28 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + desvio-padrdao dos
valores obtidos. A avaliacao estatistica foi realizada através do software Origin®
V. 7.03 (OriginLab Corporation), os dados foram analisados por ANOVA, sendo

que foi tomado como significativamente diferente p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Comparacao da produgao enzimatica em Erlenmeyer e

Biorreator

A Figura 18 mostra os resultados de comparacao de producao das
enzimas celulase, xilanase e [-glicosidase em frascos Erlenmeyers e em
biorreator. As condicdes de crescimento em biorreator ainda nao haviam sido
estabelecidas e a incubagao se deu em temperatura de 28° C, agitagao de 400
rpm e 1,5 vvm de aeracdo. A producao em frascos Erlenmeyers foi realizada em
mesa agitadora com movimento orbital a uma velocidade de 180 rpm e a
temperatura de 28° C.

Observou-se que a producao das enzimas é significativamente maior em
biorreator do que em frascos Erlenmeyer, com 169% de aumento na produgdo

de celulase, 48,8% de xilanase e 23,2% de B-glicosidase (Tabela 17 em Anexos).

5.2 Estabelecimento das condigdes de producao enzimatica

5.2.1 Curvas de crescimento de T. reesei QM9414 e Rut C-30

Para observar o crescimento das cepas QM 9414 e Rut C-30 de T. reesei,
a biomassa produzida em seis diferentes meios de cultivo, apds determinados
periodos de tempo foi quantificada. Os resultados podem ser observados nas
Figuras 19 e 20. Notou-se uma maior producao de biomassa no meio 6 em
ambas as cepas, quando comparado ao segundo melhor meio: 124,2% para QM
9414 e 139,6% para Rut C-30. O meio que apresentou o menor rendimento foi o

3 para ambas as cepas.
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Figura 18: Comparacdo da producdo enzimatica de T. reesei QM 9414 em Erlenmeyer em agitador
orbital e em Biorreator, apds 7 dias de incubagdo. Meio de cultura 6, temperatura de 28° C e pH
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Figura 19: Crescimento microbiano de T. reesei QM9414.
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Figura 20: Crescimento microbiano de T. reesei Rut C-30

5.2.2 Condigdes de cultivo para a producao de enzimas por A. nigere T.
reesei QM 9414 e Rut C-30

Varios meios de cultura encontram-se descritos na literatura para a
producdo das enzimas celuloliticas pelos fungos T. reesei e A. niger (STERNBERG
e MANDELS, 1979; HENDY, 1994; KIM, 1997). Foram realizados testes
comparando meios descritos na literatura e os propostos neste trabalho para T.
reesei QM 9414 e Rut C-30 e para A. niger. Os resultados obtidos estao descritos
nas Figuras 21, 22 e 23. e Tabelas 17 e 18 (Anexos).

Para a producao das enzimas de interesse por T. reesei QM 9414, os
resultados mostraram que o melhor meio de cultura foi diferente para cada
enzima, isto é, meios 1, 5, 4 e 6 para celulase, xilanase, B-glicosidase e

poligalacturonase, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21: Estabelecimento das condigdes de cultivo para produgdo enzimatica de T. reesei QM
9414 apds 7 dias de incubagdo. (FPA) atividade de celulase total; (xil) atividade de xilanase; (B-
glico) atividade de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase. pH 4,0; temperatura de
28° C, velocidade de agitagao de 400 rpm e taxa de aeragdo de 1,5 vvm.

No entanto, para o T. reesei Rut C-30, o meio proposto nimero 6, se

mostrou significativamente melhor para a producdao das enzimas celulases,

xilanase e poligalacturonase. Para [B-glicosidase, os meios 5 e 6 mostraram

aproximadamente o mesmo nivel de producdo enzimatica (Figura 22).
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Figura 22: Estabelecimento das condigdes de cultivo para producdo enzimatica de T. reesei RUT C-
30 apos 7 dias de incubagdo. (FPA) atividade de celulase total; (xil) atividade de xilanase; (B-glico)
atividade de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase. pH 4,0; temperatura de 28° C,

velocidade de agitagdo de 400 rpm e taxa de aeracdo de 1,5 vvm.
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A Figura 23 demonstra que para o fungo A. niger o meio de cultura 3 se
mostrou eficaz para a produgao da enzima xilanase, enquanto que o meio 4
mostrou uma maior producao das enzimas celulases, [-glicosidase e
Poligalacturonase. Na Figura 24 observamos as caracteristica microscopicas dos

microrganismos.
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Figura 23: Estabelecimento das condigdes de cultivo para producdo enzimatica de A. niger apos 7
dias de incubagdo. (FPA) atividade de celulase total; (xil) atividade de xilanase; (B-glico) atividade
de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase. pH 4,0; temperatura de 28° C, velocidade
de agitacao de 400 rpm e taxa de aeragdo de 1,5 vvm.
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Figura 24: Visdo microscopica dos fungos apdés 5 dias de incubacdo. (a) 7. reesei QM 9414
crescendo no meio proposto 6 para T. reesei. (b) T. reesei Rut C-30 crescendo no meio proposto 6
para T. reesei. (c) A. niger crescendo no meio proposto 4 para A. niger.
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5.3 Condicoes ideais para producao enzimatica em biorreator

Os resultados descritos nas Figuras 25 a 28 e Tabelas 21 a 24 (Anexos)
demonstram as melhores condicdes de producdao das enzimas estudadas por T.
reesei Rut C-30, em biorreator.

A avaliacao realizada para a determinacdo do pH ideal para a producao das
enzimas de interesse confirmou os dados encontrados na literatura (XIONG,
2003), indicando o pH 4,0 como o melhor (Figura 25). Nesta condicdo, os niveis
enzimaticos obtidos foram 5,4; 7,7; 1,42; 1,50 e 2,65 vezes superiores aos do
pH 5,0 para celulase, xilanase, B-glicosidase, poligalacturonase e pectinase,

respectivamente.

2,5
2,22
-~
=)
E L}
[
2
] 1,46 O pH 3.0
] OpH 5.0
@ 0,98 0,98
E 1 OpH 6.0
o EmpH 7.0
°
[}
30,5 0,3
2 ’
el
< r‘h
O L
FPA Xil B-Glico Polig Pect
Enzimas

Figura 25: Efeito do pH na produgdo enzimatica em biorreator por T. reesei Rut C-30, apds 7 dias
de incubacdo. (FPA) atividade de celulose total; (xil) atividade de xilanase; (B-glic) atividade de B-
glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase; (Pect) atividade de pectinase. pH 4,0;
temperatura de 28° C, velocidade de agitacdo de 400 rpm e taxa de aeragao de 1,5 vvm.

A Figura 26 mostra a avaliacao do efeito da temperatura para a producao
das enzimas de interesse. Os nossos resultados indicaram a temperatura de 28°
C como sendo a ideal. Nessas condicdes, os niveis enzimaticos foram 1,8; 1,34;
2,16; 2,8 e 1,71 vezes superior, aos obtidos quando a linhagem Rut C-30 foi
crescida a 309 C, para a celulase, xilanase, B-glicosidase, poligalacturonase e
pectinase, respectivamente. Os niveis enzimaticos de producdao de celulase,
xilanase, B-glicosidase e pectinase, em relacdo a temperatura de 28° C, foram
inferiores quando a temperatura de fermentacdo foi 25°© C. O mesmo nivel de

produgdo para a poligalacturonase foi atingido nesta temperatura.
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Figura 26: Efeito da temperatura na produgdo enzimatica em biorreator por T. reesei Rut C-30,
apés 7 dias de incubagdo. (FPA) atividade de celulose total; (xil) atividade de xilanase; (B-glic)
atividade de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase; (Pect) atividade de pectinase. pH
4,0; temperatura de 28° C, velocidade de agitacao de 400 rpm e taxa de aeragao de 1,5 vvm.

Para a analise da influéncia da velocidade de agitacao (Figura 27), os
resultados demonstraram significativamente que a melhor velocidade de agitacao
do biorreator para a produgao das enzimas de interesse foi 400 rpm. Foram
obtidos niveis enzimaticos cerca de 2 vezes superior em relacao a velocidade de
500 rpm para celulase, xilanase e poligalacturonase, 3,26 vezes acima para -

glicosidase. O menor aumento foi observado para pectinase, sendo 1,62 vezes.
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Figura 27: Efeito da velocidade de agitagdo na producdo enzimatica em biorreator por T. reesei Rut
C-30, apds 7 dias de incubagdo. (FPA) atividade de celulose total; (xil) atividade de xilanase; (B-
glic) atividade de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase; (Pect) atividade de
pectinase. pH 4,0; temperatura de 28° C, velocidade de agitagdao de 400 rpm e taxa de aeracgdo de
1,5 vwvm.
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A avaliacao para a determinacao da taxa de aeracao para a producao das
enzimas de interesse por T. reesei Rut C-30 mostrou producgao significativamente
maior quando se utilizou a taxa de 1,5 vvm (Figura 28). Os maiores aumentos
nos niveis enzimaticos foram obtidos para B-glicosidase, xilanase,
poligalacturonase e pectinase com niveis 3,84; 2,39; 2,08 e 1,91 vezes acima,

respectivamente. O menor aumento foi de 1,34 vezes observado para a celulase.
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Figura 28: Efeito da taxa de aeracdo na produgdo enzimatica em biorreator por T. reesei Rut C-30,
apos 7 dias de incubacgdo. (FPA) atividade de celulose total; (xil) atividade de xilanase; (B-glic)
atividade de B-glicosidase; (polig) atividade de poligalacturonase; (Pect) atividade de pectinase. pH
4,0; temperatura de 28° C, velocidade de agitacdo de 400 rpm e taxa de aeragao de 1,5 vvm.

5.4 Analise do perfil protéico através de eletroforese em gel de

poliacrilamida das proteinas do filtrado de cultura

A andlise das proteinas contidas no EEB produzido em biorreator por T.
reesei Rut C-30, em diferentes tempos, estd demonstrado na Figura 29. Todas as
amostras apresentaram uma banda em aproximadamente 75 kDa, o que,
segundo REINIKAINEN (1994), sugere a presenca de p-D-glicosidase I.
Observamos também na amostra 7 mais duas bandas: uma de
aproximadamente 25 kDa, sugerindo a presenca de Endoglucanase III, e outra
de aproximadamente 55 kDa, que pode sugerir a presenca de Endoglucanase I e
IV e Celobiohidrolase II.
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Figura 29: Perfil protéico da eletroforese do extrato enzimatico bruto obtido de T. reesei Rut C-30
cultivado em frascos Erlenmeyer a 30° C em mesa de agitagdo orbital a 180 rpm. As setas indicam
a posicao das bandas. (1) t=2 dias; (2) t=3 dias; (3) t=4 dias; (4) t=5 dias; (5) t=6 dias (6) t=7

dias.

5.5 Analise de parametros fisico-quimicos e microbiologicos do

Apés a recuperacdao do EEB,

determinacdo do pH e contaminacdo microbiana.

foram

realizadas analises para a

O pH apresentou-se

ligeiramente acido e nao foram detectados organismos contaminantes no

biorreator. Os resultados estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7: pH e contaminagdo microbiana do EEB, apds 7 dias de incubacdo em

biorreator.

pH Fungos Bactérias
T. reesei QM 9414 5,5 Ausentes ausentes
T. reesei Rut C-30 5,7 Ausentes ausentes
A. niger 6,0 Ausentes ausentes
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5.6 Efeito de ions e outras substancias sobre atividade enzimatica

As enzimas celulases, xilanases e B-glicosidase produzidas por A. niger e
T. reesei Rut C-30 e QM 9414 foram misturadas a solugdes contendo ions e
agente quelante (Tabelas 8, 9 e 10).

Podemos notar na Tabela 8 para a cepa de T. reesei Rut C-30 que a
atividade celulolitica aumentou, variando de 18,12% a 70,38% frente a todas as
substéancias utilizadas. Os maiores niveis foram obtidos para Cu?*, Mn?* e EDTA.
O Cloreto de ferro mostrou a menor ativacdo enzimatica. A linhagem QM 9414
também mostrou maior atividade enzimatica frente ao Cu?*, seguido de Zn°* e
Mg?*. As demais substancias (Mn?*, Ag*, EDTA e Fe*") inibiram a celulase com
niveis variando de 0,53% a 19,05%. Para A. niger ocorreu ativacao enzimatica
frente a Mg®*, Ag* e Zn’*, enquanto Mn?**, EDTA, Cu®* e Fe’* tiveram a maior
inibicao sobre a celulase.

Na Tabela 9 podemos notar que para as linhagens QM 9414 e Rut C-30
todos os compostos ativaram a xilanase exceto o EDTA que apresentou inibicao
de 2,56% para Rut C-30. Para A. niger ocorreu grande ativagdao na presencga de
EDTA (130,81%), sequido de Zn**, Cu®*, Ag* e Fe?*'. Houve inibicdo frente a
Mn?* e Mg?*, sendo que este Ultimo afetou consideravelmente a atividade
xilanolitica com inibicdo de 80,57%.

A atividade de pB-glicosidase (Tabela 10), para a cepa Rut C-30
apresentou ativacao frente a todas as substancias testadas como ocorreu com a
celulose. Os maiores niveis foram obtidos para Ag*, Zn®* e Fe3*. A menor
atividade foi detectada na presenca de EDTA. Para QM 9414 os maiores niveis
foram obtidos para Ag*, Zn?*, Cu®*, Fe** e Mn?*. Os demais inibiram com niveis
de 1,89% e 48,11% para Mg®>* e EDTA, respectivamente. Para A. niger a
atividade de B-glicosidase sofreu maior ativacdo frente a Cu®*, Ag* e Fe’*, ndo
foi alterada pela presenca de EDTA e sofreu inibicdo por Zn®*, Mg** e Mn?*
(10,53%, 36,84% e 42,11%), respectivamente.
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Tabela 8: Efeito de ions e outras substancias sobre a atividade enzimatica de

celulase total produzida por A. niger e T. reesei Rut C-30 e QM 9414 em biorreator nas

condigdes ideais.

Interferente Atividade Relativa (%)
A. niger T. reesei Rut C-30 T. reesei QM 9414
Controle 100 100 100

ZnCl, 100,77 139,37 100,79
MgS04.7H,0 111,97 135,54 101,59
MnS0O4.H,0 89,58 162,02 99,47
CuS0,4.5H,0 78,76 170,38 124,34

FeCl; 75,68 118,12 80,95

AgNOs; 103,47 142,51 98,15

EDTA 87,26 155,75 85,45

Tabela 9: Efeito de ions e outras substancias sobre a atividade enzimatica de

xilanase produzida por A. niger e T. reesei Rut C-30 e QM 9414 em biorreator nas

condicdes ideais.

Interferente Atividade Relativa (%)
A. niger T. reesei Rut C-30 T. reesei QM 9414
Controle 100 100 100

ZnCl, 164,93 116,28 111,02
MgS04.7H,0 19,43 110,47 139,37
MnS0O4.H,0 95,73 154,88 189,76
CuS04.5H,0 161,61 180,47 124,41

FeCl; 150,71 130,47 100,00

AgNO; 161,61 179,07 107,09

EDTA 230,81 97,44 128,35




Resultados 83

Tabela 10: Efeito de ions e outras substancias sobre a atividade enzimatica de B-
glicosidase produzida por A. niger e T. reesei Rut C-30 e QM 9414 em biorreator nas

condicdes ideais.

Interferente Atividade Relativa (%)
A. niger T. reesei Rut C-30 T. reesei QM 9414
Controle 100 100 100
ZnCl, 89,47 109,23 136,32
MgS0,.7H,0 63,16 106,08 98,11
MnS0O4.H,0 57,89 110,74 100,47
CuS0,4.5H,0 131,58 106,68 136,32
FeCl; 115,79 108,56 103,77
AgNOs; 121,05 118,17 173,11
EDTA 100,00 103,23 51,89

5.7 Analise da termoestabilidade das enzimas

A estabilidade térmica das celulases produzidas pelas linhagens QM 9414
e Rut C-30 foram comparadas com uma enzima obtida comercialmente (C8546-
10KU, Sigma®). Os resultados demonstraram que as celulases produzidas por T.
reesei Rut C-30 apresentaram maior termoestabilidade em quase todos os
tratamentos térmicos. O menor tempo de tratamento para essas enzimas
também ocasionou menor perda de atividade enzimatica em relagao as enzimas
produzidas pelo mutante QM 9414 ou a obtida comercialmente.

Os resultados das Figuras 30 e 31 também demonstraram que as
enzimas de QM 9414 e de Rut C-30, na temperatura de 60° C, apds 1 hora de
tratamento térmico, apresentaram perda minima da atividade enzimatica,
porém, a enzima comercial teve pequena perda de atividade até 30 minutos,
visto que com 1 hora do tratamento apresentou 14.83% da perda. Na
temperatura de 65° C, apés 10 minutos de tratamento, a perda da atividade
enzimatica nas trés amostras foi 57,73%, 31,27% e 51,90% para QM 9414, Rut

C-30 e enzima comercial respectivamente (Figuras 30, 31 e 32).
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Nesta temperatura (65° C), podemos notar que as enzimas produzidas
pela linhagem QM 9414 e a comercial apresentaram termoestabilidade bastante
semelhante nos outros tempos de tratamento térmico.

A amostra produzida por T. reesei QM 9414 produzida em biorreator e a
comercial, quando submetidas ao tratamento de 70° C, por 1 hora,
apresentaram niveis semelhantes de perda da atividade enzimatica que foram
acima de 50%. Entretanto, a enzima produzida pela linhagem Rut C-30 mostrou
perda de atividade em torno de 30-35%, independente do tempo de tratamento
(Figuras 30, 31 e 32 e Tabela 25 em Anexos).
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Figura 30: Termoestabilidade da enzima celulase produzida por T. reesei QM 9414 em biorreator,
apos 7 dias de incubagdo.
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Figura 31: Termoestabilidade da enzima celulase produzida por T. reesei Rut C-30 em biorreator,
apés 7 dias de incubagdo.
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Figura 32: Termoestabilidade da enzima celulase obtida comercialmente (C8546-10KU, Sigma®).

5.8 Determinacao da concentracao enzimatica para a extracao dos

oleos

A concentracdo de enzimas utilizada na extracao dos 6leos essenciais foi
1% (g/m vegetal). Foram realizados também ensaios utilizando outras
concentracbes de enzimas na extracdao de bleo de M. spicatta a fim de se
determinar as concentragdes minimas de enzimas necessarias para aumentar o
rendimento da extracdo. Foram utilizados os EEBs obtidos da produgao em
biorreator nas condicdes ideais para A niger e T. reesei Rut C-30 em partes
iguais. As concentracoes de enzimas utilizadas e os respectivos rendimentos

estao representados na Tabela 12.

Tabela 11: Maxima producdo de proteinas e das enzimas celulase, xilanase e pectinase
produzidas por A. niger e T. reesei Rut C-30 em biorreator, apds 7 dias de incubagdo nas

condicdes ideais*.

Atividade Especifica (U/mg)

Celulase Xilanase Pectinase
A. niger 1,21 £ 0,04 2,96 + 0,009 4,2 +0,023
T. reesei 2,01 +£0,018 1,79 £ 0,015 0,2 £0,003
Total 3,22 4.75 4.4

* Meio 6, pH 4.0, 30°C, 1,5 vvm e 400 rpm.
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Tabela 12: Concentragdo de enzimas e aumento do rendimento de dleo essencial de

Mentha spicata.

Concentracao de enzimas (%) (g/m vegetal) Aumento do rendimento (%)
1,0 52,20
0,5 45,48
0,25 48,01
0,13 46,20
0,06 37,18
0,03 28,66

5.9 Extracao enzimatica de 6leos essenciais

Os experimentos de aumento do rendimento de d&leos essenciais
realizados com Melampodium divaricatum e Mentha spicata demonstraram a
eficacia da utilizacdo das enzimas, com um aumento médio de 60% da producao
de d6leo por M. divaricatum e 55% para a M. spicata, em relacdo a extracao sem
a aplicacao das enzimas (Tabelas 13 e 14). Os procedimentos de extracao foram

realizados apds tratamento com a maxima atividade enzimatica.

Tabela 13: Aumento do rendimento de dleo essencial de M. divaricatum, apds 1h de

tratamento enzimatico.

Rendimento (g)

Aumento do

Amostra sem tratamento com tratamento e o
enzimatico enzimatico rendimento (%)
1 0,0116 0,0187 61,4
2 0,0182 0,0287 57,7
3 0,0168 0,0292 73,8

Média 0,0155 0,0255 64,3
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Tabela 14: Aumento do rendimento de o6leo essencial de M. spicata, apés 1h de

tratamento enzimatico.

Rendimento (g)

Aumento do

Amostra sem tratamento com tratamento / 0
enzimatico enzimatico rendimento (%)
1 0,0289 0,0467 61,59
2 0,0312 0,0477 52,84
3 0,0277 0,0423 52,70
Média 0,0292 0,0455 55,71

5.10 Analise cromatografica do 6leo essencial

5.10.1 Analise dos 6leos essenciais de M. divaricatum e M. spicata por
CG/EM

Nas Tabelas 15 e 16 observamos a concentracao (%) dos compostos
encontrados nos dleos essenciais de M. spicata e M. divaricatum antes e apds o
tratamento enzimatico. Foram identificados 96,97% dos compostos presentes no
6leo de M. spicata e 84,36% de M. divaricatum.

Para M. spicata, a Carvona foi o composto majoritdrio com uma
concentracdo de 59,12% do 6leo extraido sem tratamento enzimatico e 55,36%
no 6leo extraido com tratamento enzimatico. O composto Dihidrocarvenol estava
presente com 6,27% no o6leo sem tratamento e com 6,48% no 6leo com
tratamento enzimatico. O Limoneno e o 1-8 Cineole presentes no dleo sem
tratamento com 5,07 e 5,42%, respectivamente, tiveram queda no teor para

4,35 e 4,80%, respectivamente, no 6leo obtido com tratamento enzimatico.
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Tabela 15: Concentracgdo (%) dos compostos identificados no CG/EM do dleo essencial de

M. spicata de amostras frescas com e sem tratamento enzimatico.

Composto Tempo Partes aéreas (%)
retencdo Frescas Frescas
(min) ¢/ tratamento s/ tratamento

a-pineno 13,7 0,99 0,91
B-pipeno 17,1 0,10 0,09
Sabineno 17,2 1,15 1,15
Mirceno 17,4 0,70 0,84
a-terpineno 18,1 0,34 0,45
Limoneno 18,8 4,35 5,07
1,8 cineole 20,1 4,80 5,42
B-phellandreno 20,3 0,17 0,07
(Z)- p-ocimeno 20,6 0,12 0,14
1-octen-3-ol 21,1 0,11 0,08
trans-sabinene hidrato 21,5 0,43 0,53
cis-sabinene hidrato 23,0 0,30 0,38
Linalol 23,6 0,08 0,06
Terpinen-4-ol 23,8 0,53 0,60
B -caryophylleno 24,1 0,90 0,90
trans-dihydrocarvono 24,3 0,15 0,12
cis-dihydrocarvono 24,5 3,34 4,90
a -terpineol + borneol 25.6 0,45 0,83
Acetato de Dihidrocarvil 25,8 0,19 0,19
Germacreno D 27,4 1,70 1,76
Carvona 29,0 55,36 59,12
Dihidrocarvenol 32,3 6,48 6,27
Neoisodihidrocarveol 32,4 2,0 2,11
Acetato trans-carvil 33,1 0,30 0,24
trans-carveol 33,5 0,69 0,68
cis-carveol 33,6 3,0 3,90
cis-jasmono 34,1 0,15 0,16

Para a M. divaricatum, o composto majoritario € o trans-cariofileno,
contribuindo com 48,59% do 6leo nas partes aéreas secas. No 6leo extraido das
partes aéreas frescas com e sem tratamento enzimatico contribui com valores
menores: 36,78 e 39,94%, respectivamente. O composto Germacreno D, que
estava presente com 13,18% nas partes aéreas secas, apresenta queda para 8,9
e 12,13% respectivamente. Biciclogermacreno, presente com 10,60%,
apresentou queda nos teores, contribuindo com 6,2 e 8,73%, respectivamente.
Entre os compostos minoritarios houve o aparecimento de alguns e variagdes nos

teores de outros.
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Tabela 16: Concentragdo (%) dos compostos identificados no CG/EM do dleo essencial de

M. divaricatum de amostras secas e frescas com e sem tratamento enzimatico.

Composto Tempo Partes aéreas (%)
retencdo Secas Frescas Frescas
(min) ¢/ tratamento s/ tratamento

1,8 Cineol 8,0 0,01 - -
n-Decanal 14,9 0,01 - -
Eugenol 21,0 0,05 - -
a-Copaeno 22,0 0,02 - -
B-Bourboneno 22,3 0,65 1,06 0,59
B-elemeno 22,6 1,02 0,81 0,96
trans-cariofileno 23,9 48,59 36,78 39,94
B-Cedreno 24,1 0,07 - -
Trans-alfa-Bergamoteno 24,4 0,44 0,20 0,25
Aromadendreno 24,6 0,04 - -
B-Gurjuneno 24,9 0,11 0,20 -
o-Humuleno 25,3 2,17 1,34 1,82
Alloaromadendreno 25,4 0,01 0,70 -
o-Amorfeno 26,1 0,07 - 0,06
Germacreno D 26,4 13,18 8,90 12,13
B-Selineno 26,6 0,02 - -
Ledeno 26,7 0,03 0,37 -
Biciclogermacreno 26,9 10,60 7,21 8,73
o-Muuroleno 27,1 0,04 - -
Germacreno A 27,4 0,84 0,59 0,62
y-Cadineno 27,6 0,04 - -
0-Cadineno 27,8 0,11 0,30 0,18
Nerolidol 28,1 0,11 - 0,09
Germacreno B 29,4 0,33 0,28 0,32
d-Nerolidol 29,6 0,31 0,15 0,24
Longipinocarvono 29,9 0,25 0,30 0,21
Espatulenol 30,1 0,87 0,89 1,62
Oxido de Cariofileno 30,3 3,00 1,76 2,28
Viridiflorol 30,8 0,08 0,60 0,10
a-Cadinol 33,1 1,15 0,57 0,28
Z,E-Farnesil Acetato 39,6 0,14 - 0,10
Octadecanol Acetato 59,6 - 0,13 0,08

Os resultados da analise dos 6leos com e sem tratamento enzimatico,

gquando avaliados estatisticamente pelo método ANOVA, nao apresentaram

diferencas significativas.
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5.10.2 Analise cromatografica (CCD) do dleo de M. spicata e M.

divaricatum

Os resultados obtidos estdao apresentados Figura 33. Comparando
amostras de M. divaricatum com e sem tratamento enzimatico, as manchas
majoritarias apresentaram os seguintes valores de fator de retencdo (Rf): 0,61;
0,48; 0,38; 0,24; e 0,20. Para M. spicata os valores de Rf obtidos foram: 0,60;
0,46; 0,36; 0,27 e 0,18.

Em ambas as espécies, ndo observamos alteracdes nos valores de Rf,
sugerindo a manutencdo da composicdo majoritaria do odleo. Entretanto, na
andlise do 6leo de M. spicata, podemos observar o aumento do tamanho das
manchas com valores de Rf 0,46 e 0,36.

M. divaricatum M. spicata
S/E C/E S/E C/E

0,48 0,48

0,38 0,38

0,36

&
0,46 *
e
g

Figura 33: Compostos encontrados em CCD* de M. divaricatum e M. spicata com seus respectivos
Rf's. S/E = sem tratamento enzimatico C/E= com tratamento enzimatico. * Concentragdo da
amostra: 1:10 em tolueno; Volume aplicado: 10 pL; Fase médvel: tolueno:acetato de etila (93:7).
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6. DISCUSSAO

O Brasil ocupa uma posicao privilegiada, tanto em termos de
biodiversidade quanto em capacidade de gerar recursos renovaveis em grande
escala (SANTQOS, 2005). Em relagao a tecnologia enzimatica, existe abundancia
de matéria-prima a ser utilizada em processos fermentativos e extrativos e
enorme quantidade de biomassa a ser transformada por via enzimatica em
produtos diversificados e de maior valor agregado (SAID e PIETRO, 2004). O uso
e producdo de enzimas, em diferentes areas da industria, mostram perspectivas
futuras promissoras devido as varias caracteristicas inerentes a acdo das
enzimas (COURI, 1998).

A biodiversidade da flora existente no Brasil e, em particular, na floresta
amazonica, representa um grande potencial para o estudo fitoquimico, porém tal
estudo deve ser realizado com responsabilidade, de modo a nao acarretar o
desaparecimento de suas espécies (INNOCENTINNI, 2000). Tomando como
exemplo as espécies produtoras de dleos essenciais, de acordo com a familia que
pertencem, essas espécies acumulam esse O6leo em 6rgaos anatdmicos
especificos. Do ponto de vista da exploragdo da biodiversidade vegetal, quando
esse 6rgao representa um substrato renovavel (resina, folha, flor, fruto ou
semente), é possivel extrair-se o 6leo essencial sem eliminar a planta. Isso a
torna uma fonte de 6leo ecologicamente correta (SIANI, et al, 2000).

O uso de enzimas na extracdo de oOleos vegetais foi pesquisado
intensamente na ultima década e foi aplicado para todas as oleaginosas de
interesse comercial, como mostrado nos trabalhos de revisdao publicados por
DOMINGUEZ et al. (1994) e FREITAS et al. (1996). A aplicacao desta tecnologia
esta restrita, no entanto, a area alimenticia, como por exemplo, a obtencdo de
oleo de oliva. Esse 6leo tem longa tradicdo na alimentacdo humana e a aplicagao
de enzimas em escala industrial representou uma contribuicao da tecnologia para
aumentar a quantidade e estabilidade do 6leo extra-virgem, obtido na primeira
prensagem do fruto (CHRISTENSEN, 1991).

Poucos dados estdo disponiveis sobre a aplicacdao de enzimas na extracao
de odleos essenciais para uso na industria farmacéutica, sendo esse um dos

motivos pelo qual este trabalho foi realizado.
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A primeira decisao para o desenvolvimento do processo de producao de
enzimas é a selegdo da linhagem do microrganismo. A linhagem deve ser
estavel, com reprodutibilidade nas condicdes de cultivo e de esporulagcdo. Deve
ser considerado seu potencial de sintese de toxinas, seu grau de pureza, sua
capacidade de crescer em meios simples e baratos e sua estabilidade genética.
Geralmente, o microrganismo isolado de uma fonte natural pode produzir a
enzima desejada, porém em niveis economicamente inviaveis. O melhoramento
genético, tanto através de técnicas de DNA recombinante quanto através de
técnicas de indugdo de mutacdo por agentes quimicos e fisicos, pode ser também
uma etapa essencial no desenvolvimento do processo (COURI, et al., 2003).

Trichoderma reesei € um dos microrganismos mais eficientes para a
producao de celulase e xilanase (XIONG, 2004). Varios mutantes foram criados a
partir do tipo selvagem QM6a, entre eles QM9414 e Rut C-30. Na andlise de
producdo das enzimas estudadas neste trabalho, pudemos comparar a producao
entre as cepas QM9414 e Rut C-30. Na analise inicial de producao enzimatica em
agitador orbital, no meio de cultivo proposto, o mutante Rut C-30 apresentou os
melhores resultados, o que fez com que fosse escolhido para as demais
padronizacdes envolvendo producdo das enzimas celuloliticas. Entre os muitos
mutantes do T. reesei, o Rut C-30 é uma cepa amplamente estudada e da qual
dispOe-se muitos dados que indicam alto nivel de producdo enzimatica
(MONTENECOURT e EVELEIGH, 1979; BADER, 1993). Ela cresce em uma unica
fonte de carbono, como celulose ou xilose, e secreta ambas, celulase e xilanase.
Além disso, produz enzimas mais eficientemente do que o tipo selvagem. A
expressdo para celulase em Rut C-30 ndo é reprimida por glicose, como ocorre
em outras cepas (DOMINGUES et al, 2000 ).

A cepa de T. reesei Rut C-30 é altamente utilizada industrialmente e a
mutacdo envolvendo a auséncia de repressdo catabodlica para glicose estd no
gene crel, normalmente relacionado com a repressao catabdlica por glicose
(ILMEN et al, 1996). No nosso trabalho, a maior producdo enzimatica
comparando-se T. reesei QM 9414 crescendo em agitador orbital ou biorreator
ocorreu neste ultimo. A comparagao de crescimento entre as 2 linhagens de T.
reesei mostrou que o meio 6 propiciou maior crescimento e o maximo de
biomassa foi obtido no 10° dia. Quando a producdo enzimatica foi comparada
entre ambas as cepas, T. reesei Rut C30 se mostrou mais eficiente para todas as

enzimas testadas.
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Outro fator determinante na producdao enzimatica é o meio de cultura. Na
maioria dos estudos da producdao de celulase por Trichoderma, materiais
celuldsicos sao utilizados como substrato (SUTO e TOMITA, 2001). Entretanto, a
quantidade elevada desses materiais em biorreatores dificulta a agitagao,
abaixando a disponibilidade de oxigénio e, em alguns casos, absorvendo enzimas
(OASHIMA et al, 1990).

Na obtencao de enzimas, a fonte de carbono exerce um papel importante
na producdo final. A maioria dos estudos realizados com T. reesei para a
producdo de celulase e xilanase usou materiais celuloliticos como indutores.
Entretanto, comprovou-se que uma quantidade elevada desses materiais levaria
a absorcdao de enzimas pelos mesmos. A producao de enzimas celuloliticas é
induzida por mono e dissacarideos como a L-sorbose. Como fontes de nitrogénio,
normalmente sao utilizados sulfato de amoénio, uréia, extrato de levedura e
peptona (XIONG, 2004).

Além das fontes de carbono e nitrogénio, diversos outros fatores devem
ser considerados para a projecao de melhores condicdes de cultivo. As
modificagoes fisioldgicas e morfoldgicas do T. reesei influenciam na producao de
enzimas. Relatou-se que somente o segundo estagio de crescimento do fungo T.
reesei pode produzir enzimas e a fase miceliar preliminar nao secreta enzimas
eficientemente (MANDELS e WEBER, 1969).

Segundo STERNBERG e MANDELS, 1979, a celulose, como fonte de
carbono, é um 6timo indutor de celulase em T. reesei. Além da fonte de carbono,
a fonte de nitrogénio disponivel também apresenta um papel importante na
secrecdo de celulase, se utilizado na concentracdo maxima de 0,2%. O uso de
surfactantes, como Tween 80, aumenta de 2 a 17 vezes a secrecao de celulase
em T. reesei (REESE, E.T., 1972).

A andlise das condicoes de cultivo para a produgdo de enzimas
celuloliticas pela linhagem QM 9414 de T. reesei mostrou variacdes na maior
producdo dependendo do meio. A celulase teve maior nivel de produgao no meio
1, enquanto a xilanase teve no meio 5. Os meios 4 e 6 foram os de maior nivel
enzimatico para a B-glicosidase e poligalacturonase, respectivamente. Para o
mutante Rut C-30 o meio proposto por nds permitiu a obtencdo dos maiores

niveis para todas as enzimas.
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Os resultados obtidos no teste de produgdao das enzimas celuloliticas em
6 diferentes meios de cultura demonstraram que o meio de cultura 6, que foi
proposto neste trabalho, apresentou uma producao de celulase 23,14 %,
xilanase 20,3 % e B-glicosidase 131,25 % maiores em relagdao ao meio 1, um
dos mais utilizados para a producdo de celulases (DOMINGUES, et al, 1999,
CHAND, et al, 2004). Foi utilizado no meio 6 Lactose na concentracdao de 10,0
g.L'?, o que segundo XIONG (2004) é suficiente para aumentar a producdo de
xilanase em T. reesei Rut C-30.

Foi testado também o uso do sistema de “Fed-batch” ou realimentacgao,
onde houve a adigdo posterior de meios nutrientes altamente concentrados no
biorreator sem nenhuma remogao do meio inicial. Essa operagao pode manter os
niveis de nutrientes constantes para minimizar a repressdao metabdlica ou para
estender a fase estacionaria para obter o produto desejado (XIONG, 2004). A
producao das enzimas por T. reesei Rut C-30 aumentou significativamente com o
uso de “Fed-batch”, com o meio proposto nimero 6.

Sabe-se que quando induzido, Aspergillus niger é capaz de produzir e
secretar celulase, carboximetilcelulase, B-glicosidase, xilanase, B-xilosidase e
pectinase em fermentagdes submersas (KIM et al, 1997). A sintese de celulase
pode ser induzida por muitos aglcares oligoméricos e diméricos (MAGNELLI e
FORCHIASSIM, 1999). Quatro meios de cultura foram avaliados neste trabalho,
trés ja descritos e um proposto. Os resultados mostraram aumento na producdo
da ordem de 49,1 % para pectinase e 125,7 % para Poligalacturonase, quando
comparados ao meio 1. O meio 4 utilizou 7,0 g.L™* de pectina citrica e 10,0 g.L™
de glicose, e, segundo FONTANA et al, 2005, quando pectina é utilizada na
concentracdo de 16% e glicose na concentracdo de 10%, ocorre 6tima indugao
de poligalacturonase em A. niger.

O uso do biorreator para a producdo de enzimas possui uma série de
vantagens quando comparado a fermentagao em frascos Erlenmeyer. O principal
fator que os diferencia é o controle de varios parametros que influenciam
diretamente a producao, como pH do meio, temperatura, aeracao e agitacao.
Inumeros trabalhos referentes a producdao de enzimas celuloliticas utilizam
frascos de Erlenmeyer, porém, um nimero bem menor utiliza o biorreator para o
mesmo fim. Os fatores que determinam essa menor utilizagdao incluem a
dificuldade de producao em condicdes de esterilidade, o ajuste dos parametros

ideais e possivelmente seu alto custo. Porém, quando existe objetivo de
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escalonamento de producdo, o uso do biorreator é imprescindivel. Nos testes de
comparacao da producao de enzimas em frascos Erlenmeyer e em biorreator,
ficou evidente a vantagem da utilizacao do biorreator, com diferencas de 169,0
% na produgdo de celulase.

Quando biorreatores sao utilizados no cultivo de fungos filamentosos para
a producao das enzimas industriais, a taxa de agitacdo e os niveis de aeracao
podem influenciar no crescimento do fungo e na secrecao de enzimas. A ruptura
brusca age sobre a morfologia dos fungos filamentosos e na produtividade (ILIAS
E HOQ, 1998; GIBBS, et al., 2000).

Sabemos que a forca acida do meio de cultura pode interferir tanto no
crescimento do microrganismo como na producao de enzimas. Tem-se observado
qgue em pH 3,0 as celulases sdo inativadas, sendo que para T. reesei, o pH étimo
para crescimento estd em torno de 4.0, enquanto que para producdo de
celulases o ideal é em torno de 3.0 (BROW e HALSTED, 1975). Nos experimentos
para determinagao de melhor pH, os resultados apontaram para o pH 4.0 como
sendo o melhor para a producao das enzimas estudadas.

Outro importante parametro para o cultivo fungico, visando a producdo
enzimatica, é a temperatura. Para T. reesei a faixa de temperatura 6tima de
crescimento estd entre 32-35° C, enquanto a temperatura de producdo da
enzima esta entre 25-28° C. A programacao da temperatura em cultivos pode
ser utilizada para otimizar tanto o crescimento celular como a producgdao de
celulases, uma vez que a fase de crescimento antecede a de secrecdo de
celulases (RYU e MANDELS, 1980). Os resultados obtidos nas analises da
influéncia de temperatura mostraram que a melhor temperatura para a produgao
das enzimas estudadas foi de 28° C.

Foi demonstrado na literatura (LEJEUNE et al., 1995) que a producao de
enzimas por T. reesei QM 9414 foi gravemente afetada pela agitacao quando
lactose foi utilizada como substrato, a uma velocidade de 300 rpm, ndo havendo
produgcao de xilanase, provavelmente devido ao estresse causado pelo
cisalhamento do micélio. Os autores demonstraram que a velocidade étima de
produgdao foi de 200 rpm e quando celulose microcristalina foi utilizada como
substrato, a velocidade de agitacao foi 6tima em 300 rpm para a producao de
celulase e 400 rpm para a producao de xilanase. As particulas de celulose

insolUvel pareciam ter um efeito protetor sobre o micélio. Em nosso trabalho, os
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resultados mostraram que a 400 rpm a produgao das enzimas foi
consideravelmente maior do que a 500 rpm.

O efeito da saturacdo de oxigénio foi estudado para T. reesei Rut C-30
crescido em 1% celulose ou xilana (SCHAFNER e TOLEDO, 1992). Os niveis de
enzimas extracelulares e proteinas nao foram afetados pelo oxigénio com niveis
de 20% ou mais, mas foram severamente reduzidos a 10% de saturagao de
oxigénio. Os baixos niveis de oxigénio dissolvido, ou mesmo a auséncia de
oxigénio, nado influenciaram na producao de xilanase por T. lanuginosus
(PURKARTHOFER et al., 1993). A variacao das taxas de aeracao de 0,5 a 1,5
vvm mostrou atividade ligeiramente superior de xilanase quando a aeragao foi
aumentada de 0,5 para 1,0 vvm, enquanto que na maior taxa de aeragao, 1,5
vvm, a producao de xilanase foram significativamente reduzidos (HOQ et al.,
1994). Os nossos resultados obtidos no estabelecimento de condigdes de aeragao
relevaram aumento significativo na producdao das enzimas quando utilizada a
taxa de 1,5 vvm de aeracao.

O efeito de ions e EDTA sobre a atividade das enzimas produzidas pelos 3
fungos mostrou que as atividades enzimaticas sofreram variacdes nos niveis
ativando ou sendo inibidas dependendo do interferente testado. As enzimas de T.
reesei Rut C-30 foram excecao pois foram ativadas frente a todos os ions,
embora a xilanase tivesse sofrido pequena inativagao (2,56%) frente ao EDTA.
Estas consideracbes sdao importantes para o uso de preparacdes enzimaticas,
pois a presenca de determinados ions ou agentes quelantes podem influenciar na
acao esperada. Segundo AKIABA et al, 1994, a atividade de celulase de A. niger,
quando purificada, ndo foi afetada na presenca dos ions Mn?* e Zn** de modo
diferente do que ocorreu na enzima produzida pela cepa testada. Segundo
PITSON et al, 1997, o ion Mg®* aumentou em 19% a atividade de B-gicosidase
de fungos filamentosos. Somente a B-gicosidase produzida por T. reesei Rut C-30
teve aumento na presenca de Mg®* enquanto que as produzidas por T. reesei QM
9414 e A. niger sofreram inibigao.p

Além dos fatores que influenciaram a producdo de enzimas, é importante
um conhecimento maior a respeito dos dados de termoestabilidade quando o
objetivo é a aplicacdo industrial das enzimas. Tem se acumulado durante anos
uma grande quantidade de informagdao sobre os fatores relacionados com a
termoestabilidade de proteinas (LEHMANN E WYSS, 2001; VAN DEN BURG E
EIJSINK, 2002; FAGAIN, 2003). As informacdes foram recolhidas pelos estudos
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da comparacdo entre as estruturas de proteinas mesédfilas e termdfilas,
comparacdo estatistica da composicao dos aminoacidos que as compdem e
estudos de metagéneses de um grande numero de diferentes proteinas, incluindo
muitas enzimas industriais. Para melhorar a termoestabilidade da proteina, é
importante encontrar os pontos fracos na estrutura protéica, que permitem
revelar os sitios susceptiveis a elevacdao de temperatura. Simulacdes por
computadores podem ser Uteis para encontrar esses sitios. Esta informacdo é
entao usada para planejar mutagoes sitio-dirigidas em proteinas meséfilas. Em
nosso trabalho, os ensaios de termoestabilidade realizados comparando as
celulases produzidas por T. reesei e uma celulase obtida comercialmente
revelaram que ambas mantém suas atividades até 60° C. Porém, as enzimas
produzidas nesse trabalho, em biorreator, demonstraram resistir as
temperaturas mais elevadas (65 - 75° C) e por mais tempo, em torno de uma
hora, enquanto que a enzima comercial perdeu cerca de 50% de sua atividade a
partir de 30 minutos de exposicao a temperatura de 65° C e 70% de perda na
temperatura de 70° C.

Conseguimos demonstrar em eletroforese de proteinas bandas com pesos
moleculares aproximadamente semelhantes as enzimas B-glicosidase,
endoglucanase I e IV.

As condicdes estabelecidas como as melhores para producao enzimatica
foram mantidas suficientemente estaveis nas condicbes de fermentacdo, o que
garantiu a possibilidade do uso do extrato enzimatico bruto na fase de aplicacao
para extracdo de 6leos vegetais.

A aplicacao de enzimas na extracao de dleos vegetais so6 é viavel quando
utilizada em concentracgao inferior a 0,1% em relacdo ao peso da matéria-prima
(FREITAS e COURI, 2002). Isso ocorre devido ao custo elevado das enzimas
purificadas. Um dos objetivos desse trabalho foi a melhoria da producao das
enzimas envolvidas na degradagdo da parede celular vegetal, a fim de se tornar
viavel seu uso na extracdo de dleos vegetais, em escala industrial. Portanto, foi
necessario o ajuste de alguns parametros importantes para a producdo de
enzimas em biorreatores: pH do meio, temperatura, aeragdao e agitagao. As
condigOes ideais para a produgao de enzimas em biorreator para a linhagem Rut
C-30 mostrou melhores niveis em pH 4,0, temperatura de 28° C, velocidade de

agitacao de 400 rpm e aeracao de 1,5 vvm.



Discussao 98

As condicdoes de producdo enzimatica estabelecidas em nosso trabalho
foram diferentes das utilizadas por KIM et al (1996), que utilizou Aspergillus
niger KKS crescendo em biorreator com temperatura de 30° C, taxa de aeragao
de 1,0 vvm e velocidade de agitacao de 300 rpm. A atividade de xilanase obtida
em nosso trabalho foi menor quando comparada ao trabalho de KIM et al (1996),
porém as atividades de celulase foram maiores. Da mesma forma, quando
comparadas as condigdes de producdo enzimatica produzida por XIONG (2004),
que utilizou T. reesei Rut C-30 crescendo em biorreator com temperatura de 28°
C, taxa de aeracao de 1,0 vwm e velocidade de agitacao de 400 rpm, os
resultados obtidos em nosso trabalho foram menores para xilanase e maiores
para celulase.

Trabalhos de utilizagdo de enzimas no processamento de oleaginosas tém
sido publicados: FREITAS, 1996; SHANKAR, 1997; SANTOS, 2005. Porém, os
trabalhos tém se concentrado na utilizacdo das enzimas em dleos vegetais para a
industria de alimentos. A partir das observacdes feitas sobre a acumulacao do
60leo nos espacos intracelulares em células vegetais, os pesquisadores tém
estudado substancias capazes de afetar a estrutura das células com objetivo de
melhorar a extracdo de dleo, mas a aplicacdo de um tratamento enzimatico
requer uma estratégia especifica para cada caso. Poucos sdo os trabalhos que
investigam o uso de enzimas para a extracdao de 6leos de interesse e aplicagao
na area farmacéutica.

Existem no mercado produtos contendo enzimas celuloliticas em altas
concentracgdes, como Celluclast® (Novozymes®), Econase CE® (R6hm Enzymes®)
e Spezyme CP® (Genecor®). Porém, seus altos custos os tornam invidveis para
aplicagdes em plantas com baixo rendimento de éleo. Os resultados da aplicacao
das enzimas produzidas em biorreator contidas no extrato enzimatico bruto na
extracdo de O6leos essenciais de duas espécies vegetais demonstraram um
aumento médio de 60% no rendimento do 6leo. Em nosso trabalho, as condicdes
de extracdao de dleos auxiliada pelas enzimas fungicas obteve maior rendimento
com cerca de 17,7% de enzimas, porém, em menores concentracoes, entre 2 e
4%, conseguimos aumentos de rendimento do dleo em torno de 50%, sugerindo
que estas concentracdes enzimaticas podem ser melhor ajustadas para esse
propdsito. Assim, com menores niveis enzimaticos, poderemos obter
rendimentos eficientes, levando em consideracao que reduziriamos o custo do

processo de producgao.
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A andlise dos 6leos de M. divaricatum e M. spicata por CG/EM mostrou
pequena ou nenhuma variacdo da concentracdo dos compostos majoritarios
gquando submetidos ao tratamento enzimatico. O sesquiterpeno trans-cariofileno
foi encontrado em maior concentracdao na M. divaricatum. Esta substancia ja
descrita na literatura apresenta varias atividades bioldgicas, tais como atividade
antibacteriana, antifungica, e inibidores enzimaticos (ABRAHAM, 2001). Na M.
spicata, a carvona foi o composto majoritario e, segundo CARVALHO e FONSECA
(2006), é um importante agente antimicrobiano contra bactérias e fungos
patogénicos, dai o seu emprego como composto isolado ou através do dleo, em
alimentos e produtos anti-sépticos. Alguns compostos minoritarios como, por
exemplo, o B-bourboneno, §-cadineno e o viridiflorol na M. divaricatum e linalol e
a-pinene na M. spicata tiveram aumento apds o tratamento enzimatico, assim
como também pudemos observar o aparecimento de compostos como o B-
gurjuneno, ledenoe o alloaromadendreno no dleo de M. divaricatum.

As variagdes nas concentragdes dos compostos nao implicam em
alteragOes significativas da atividade do 6leo essencial, uma vez que variagdes
sazonais da producdo de d6leo podem ocasionar semelhantes alteracdes (GIRARD
e KOEHLER, 2005; SILVA et al, 2005).

Quando analisados por CCD, notamos o mesmo perfil cromatografico
para as amostras tratadas e nao tratadas com enzimas, em ambas as plantas.
Entretanto, observamos o aumento de alguns compostos, podendo sugerir, que
foram resultado do processo de extracdao mais eficiente na presenca de enzimas
fingicas. Este fato pode ter sido ocasionado pelo rompimento total da parede
celular, permitindo a saida de moléculas grandes e em maior quantidade.

Este trabalho constitui o primeiro relato do uso de enzimas em estado
bruto produzidas em biorreator aplicadas a extracdo de dleos de interesse da

Industria Farmacéutica.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que:

Desenvolvemos um biorreator capaz de produzir enzimas nas mesmas
condigoes.

A cepa Rut C-30 do fungo T. reesei se mostrou mais eficiente na
producgdo de celulases, xilanase e B-glicosidase nas melhores condigdes do que a
cepa QM 9414 do mesmo fungo, quando cultivado em biorreator, indicando
preferéncia para utilizacao industrial.

As condicoes de producao de celulase, xilanase, pB-glicosidase e
poligalacturonase em biorreator de 10L pelas cepas Rut C-30 e QM 9414 de T.
reesei foram: meio de cultivo proposto niumero 6, pH 4,0, temperatura de 28° C,
agitacdo de 400 rpm e taxa de aeragao de 1,5 vvm. Nestas mesmas condigcOes
foram produzidas as enzimas de A. niger onde foi utilizado o meio de cultivo
proposto numero 4.

A utilizacdo direta do EEB, sem a necessidade de purificagdao, na extragao
de Odleos essenciais de interesse farmacéutico, apresentou resultados
satisfatérios, aumentando em média 60% o rendimento da extragao, permitindo,
assim, futuros estudos para sua implantagcdo em escala industrial.

A andlise dos 6leos essenciais com e sem tratamento enzimatico,
estatisticamente ndao apresentou diferenca significativa.

Esses dados sugerem que a utilizacdo de enzimas na extracao de dleos
essenciais nao alterou significativamente a composicao dos mesmos, podendo
ser utilizado para diversas aplicacdes. Levando-se em consideragao as baixas
concentracdes de rendimento de dleos essenciais, aliadas ao alto custo e ao
efeito nocivo de extracdo com solventes, a aplicacdo dessa tecnologia pode

trazer iniUmeros beneficios para a Industria Farmacéutica.
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9. ANEXOS

Tabela 17: Comparacdo da producdo enzimatica de T. reesei QM 9414 em Erlenmeyer em

agitador orbital e em Biorreator, apds 7 dias de incubagdo

Incubacdo Atividade especifica (UI/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer 0,71 2,52 1,25
Biorreator 1,91 3,75 1,54

Tabela 18: Estabelecimento das condigGes de cultivo para producdo enzimatica de T.

reesei QM 9414, apés 7 dias de incubagao.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase
Meio 1 1,82 1,71 0,29 1,32
Meio 2 0,98 1,05 0,49 0,8
Meio 3 1,12 1,85 0,47 0,69
Meio 4 0,88 1,12 0,56 0,98
Meio 5 0,54 2,52 0,42 2,18
Meio 6 0,86 1,02 0,3 2,38

Tabela 19: Estabelecimento das condigGes de cultivo para producdo enzimatica de T.

reesei Rut C-30, apds 7 dias de incubagdo.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase
Meio 1 2,42 3,25 0,64 1,82
Meio 2 0,68 1,51 1,36 0,54
Meio 3 1,12 1,96 1,31 0,39
Meio 4 0,97 1,55 0,98 1,02
Meio 5 2,32 3,34 1,47 2,19

Meio 6 2,98 3,91 1,48 2,95
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Tabela 20: Estabelecimento das condicdes de cultivo para producdo enzimatica de A.

niger, ap6s 7 dias de incubacdo.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase Pectinase
Meio 1 0,08 0,024 0,12 1,32 1,65
Meio 2 0,26 1,27 0,23 1,89 1,78
Meio 3 0,85 2,63 0,21 2,65 2,13
Meio 4 0,98 2,22 0,3 2,98 2,46

Tabela 21: Efeito do pH na produgao enzimatica em biorreator por 7. reesei Rut C-30,

ap6s 7 dias de incubacdo.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase  Pectinase
pH 3.0 0,08 0,024 0,12 0,32 0,65
pH 4.0 0,98 2,22 0,3 0,98 1,46
pH 5.0 0,18 0,6 0,21 0,65 0,55
pH 6.0 0 0 0 0 0
pH 7.0 0 0 0 0 0

Tabela 22: Efeito da temperatura na produgdo enzimatica em biorreator por 7. reesei Rut
C-30, apos 7 dias de incubagao.

Atividade especifica (Ul/mgq)

Celulase Xilanase B-glicosidase  Poligalacturonase  Pectinase
250 C 1,65 0,32 0 0,98 0,8
280 C 2,02 2,22 0,65 0,98 1,46

300C 1,12 1,65 0,3 0,35 0,85
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Tabela 23: Efeito da velocidade de agitacdo na produgdo enzimatica em biorreator por T.

reesei Rut C-30, apds 7 dias de incubacéo.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase Pectinase
400 rpm 2,65 1,79 0,85 0,65 0,52
500 rpm 1,22 0,89 0,26 0,32 0,32

Tabela 24: Efeito da taxa de aeracdo na producao enzimatica em biorreator por T. reesei

Rut C-30, apds 7 dias de incubacao.

Atividade especifica (Ul/mg)

Celulase Xilanase B-glicosidase Poligalacturonase Pectinase

0,5 vvm 1,65 0,79 0,25 0,25 0,12
1,0 vvm 2,22 1,89 0,96 0,52 0,23
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Tabela 25: Termoestabilidade da enzima celulase produzida por T. reesei QM 9414 e Rut

C-30 em biorreator, apds 7 dias de incubacdo, e da obtida comercialmente (C8546-10KU,

Sigma®).

Atividade Enzimatica UI

QM 9414 Rut C-30 C8546-10KU, Sigma
10' 30' 60’ 10’ 30’ 60’ 10’ 30' 60’
s/ incubagdo 5,96 7,75 7,12 6,82 6,18 6,80 6,80 6,90 6,07
térmica
100 C 6,39 6,85 6,97 6,90 6,09 6,70 6,75 6,87 6,01
3709 C 5,20 7,67 7,01 6,82 5,98 6,66 6,79 6,70 5,27
450 C 5,14 6,51 5,67 5,16 5,28 5,31 6,26 7,00 6,61
500 C 5,41 6,92 5,08 5,66 5,76 5,02 5,73 6,60 5,89
550 C 6,98 6,33 6,39 6,12 6,26 6,40 6,39 6,74 6,67
60° C 5,98 6,67 7,24 6,62 6,78 6,77 6,89 6,77 5,17
650 C 3,82 3,01 3,30 4,82 4,34 4,47 4,48 2,73 2,92
700 C 3,57 2,79 3,02 4,47 4,30 4,37 3,36 2,06 1,97
800 C 0,05 0,10 0,06 0,09 0,04 0,05 0,09 0,11 0,09




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

