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"A vida é como andar de bicicleta. Para manter seu equilibrio
vocé deve continuar em movimento."

(Albert Einstein)

A minha familia, carinhosamente
dedico este trabalho ...
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PEGADAS NA AREIA

Uma noite eu tive um sonho...

Sonhel que estava andando na praia com o SENHOR e, através do céu,
passavam cenas de minha vida. Para cada cena que se passava, percebi que
eram deixados dois pares de pegadas na areia; um era o meu e o outro do
SENHOR. Quando a tltima cena de minha vida passou diante de nés, olhei
para tras, para as pegadas na areia e notel que muitas vezes no caminho de
minha vida havia apenas um par de pegadas na areia. Notei, também, que
1sso acontecia nos momentos mais dificeis da minha vida. Isso me
aborreceu deveras e perguntei, entdo, ao SENHOR:

- "SENHOR, tu me disseste que, uma vez que eu resolvi Te seguir, Tu
andarias sempre comigo todo o caminho; mas notei que, durante as
maiores atribula¢des do meu viver, havia na areia dos caminhos da vida
apenas um par de pegadas. Ndo compreendo por que nas horas em que eu
mais necessitava de T1, Tu me deixaste".

- “Meu precioso filho, Eu te amo e jamais te deixaria nas
horas de tua prova e de teu sofrimento. Quando vistes na areia apenas
um par de pegadas, foi, exatamente ai, que Eu te carreguei nos

bracos”
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RESUMO

Um programa de bioprospeccado em fungos filamentosos em ambientes de pastagens
foi inicialmente aplicado neste trabalho com o objetivo de selecionar bons produtores
de xilanase e CMCases. Dentre as amostras, foi selecionado o fungo Aspergillus
japonicus Saito devido a alta producdo destas enzimas, o qual foi cultivado em
fermentacdo submersa (FSm, em meio SR) ou, em fermentacdo em estado sélido
(FES) suplementados com residuos agroindustriais para finalidade de aplicacdo em
nutricdo de ruminantes. Analisando os dados obtidos, pode-se concluir que as
xilanases e celulases em estudo foram secretadas em maior quantidade a 30°C,
sendo produzidas a partir do terceiro e sexto dia de incubagao em FES e, em FSm, no
sexto e quinto dias em condigdes estaticas, respectivamente. Para ambas as enzimas,
a densidade de in6culo adequada foi de 10’ conidios/mL e as melhores misturas de
fontes de carbono para que o fungo produzisse estas enzimas foram farelo de soja e
sabugo de milho (1:3) para xilanase e farelo de trigo e bagaco de cana (3:1) para a
CMCase em ambos os tipos de fermentacdo. A melhor fonte de nitrogénio foi a
peptona, tanto em FES quanto em FSm, onde houve suplementagdo com os sais SR e
Khanna no meio sélido para xilanase e celulase, respectivamente. J& em FSm o
planejamento fatorial 2° indicou novas proporcées de extrato de levedura, peptona e
fonte de carbono para ambas as enzimas, acrescidos de sais SR. Ainda, o melhor pH
inicial do meio de cultivo para a producéao de celulase foi pH 4,0 e para xilanase foi pH
5,0, em FSm e a presenca de Tween 80 no meio liquido reduziu a producao das
enzimas. Os oOtimos de temperatura e pH de reacdo dos extratos brutos
corresponderam a 60°C e 55°C para xilanase e CMCase, respectivamente em pH 4,0
para ambas. A termoestabilidade da xilanase foi 100% até 40°C, decaindo apds esta
temperatura, enquanto que a CMCase permaneceu com 70% de estabilidade até 60°C
em 120 min. Frente a diferentes pHs, a xilanase e CMCase de A. japonicus
mantiveram-se estaveis em pH de 4,0 a 7,0 e 5,0 e 6,0, respectivamente. A presenca
de Cu™ e Mn™ na reacdao aumentaram a atividade de xilanase e CMCase em 10% e
64%, respectivamente. Os extratos obtidos nao apresentaram carater citotdéxico. Na
hidrélise de forrageiras, os extratos apresentaram melhor desempenho nos géneros
Brachiaria e nos testes in vitro realizados no setor de racbes houve um aumento
significativo na digestibilidade de diversas forrageiras, principalmente em cana-de-
acucar. Ainda, foi verificada uma maior liberagéo de gases na presenga do preparado
enzimatico, sendo outro indicativo de maior digestibilidade. Nos testes in vivo, as

xilanases mantiveram-se estaveis por até 4 horas dentro do rimen de caprinos.
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ABSTRACT

A prospection program of filamentous fungi from pasture environment samples was
initially applied in this work, with the aim of selecting good xylanase and CMCase
producers. Among these samples it was selected the fungus Aspergillus japonicus due
to production of high enzymatic levels. This fungus was cultivated either under
submerged fermentation (SbomF, SR medium), or under solid state fermentation (SSF)
supplemented with agro-industrial residues, aiming to employ the xylanase and
CMCase produced for ruminant nutrition. We observed that xylanase and cellulase
were secreted in higher levels, at the third and sixth days of incubation under SSF, and
at the sixth and fifth days under SbmF (static conditions), respectively. For both
enzymes, the appropriate inoculum density was 107 conidia/mL, at 30°C. The best
inducer mixtures were soybean bran and crushed corncob (1:3) for xylanase and wheat
bran and sugar cane bagasse (3:1) for CMCase, for both types of fermentations. The
best nitrogen source was peptone, for both SbmF and SSF, which was also
supplemented with SR and Khanna salts for xylanase and cellulase, respectively. In
the SbmF was performed a full factorial design 2° that indicated new proportions of
yeast extract, peptone and carbon source for both enzymes, added of SR salts. The
best initial pH of culture medium for the cellulase and xylanase production was pH 4.0
and 5.0, respectively. Addition of Tween 80 to the liquid medium reduced the
production of both enzymes. The optimum temperature and pH of the enzymatic
activities in the crude extracts were 60°C and 55°C for xylanase and CMCase,
respectively, and pH 4.0 for both enzymes. The thermostability of xylanase was 100%
up to 40°C, decreasing at higher temperatures, while the CMCase remained 70%
stable after 120 min at 60°C. A. japonicus xylanase and CMCase remained stable in
the range of pH 4.0-7.0 and 5.0-6.0, respectively. The presence of Cu** and Mn?*
increased the xylanase and CMCase activities in 10% and 64%, respectively. The
extracts showed no cytotoxic character. In the hydrolysis of forage, the extracts
showed better performance in the genera Brachiaria and in vitro tests performed in the
feed animal sector showed a significant increase in the digestibility of various crops,
mainly sugar cane. Still, there was a higher release of gases in the presence of the
enzyme mix, being other indicator of higher digestibility. /n vivo tests showed that

xylanases were stable for up to 4 hours in the caprine rumen environment.
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A procura de fontes mais ricas de enzimas como, por exemplo, microrganismos
com possiveis aplicagdes industriais, tem sido de grande valor para o ramo da
biotecnologia. Os microrganismos séo dotados de um imenso potencial de degradagéao
de material organico, produzindo um “pool” de enzimas o qual tem sido explorado
comercialmente ao longo dos anos (JAYANI et al, 2005). Desse modo, ha
necessidade de se explorar a biodiversidade microbiota de variados ambientes,
incluindo a procura por novas fontes de enzimas de interesse industrial. Nesse
contexto, a bioprospeccdo pode ser entendida como uma exploracao sistematica e
legal da diversidade de vida existente em qualquer local do meio ambiente e tem como
objetivo principal a busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais

(Santos, 2001).

1.1 Fungos

Os microrganismos transportam os nutrientes através da membrana plasméatica
como, por exemplo, compostos de baixa massa molecular. Para tal, eles secretam
exoenzimas, as quais hidrolisam as macromoléculas presentes no substrato até atingir
a forma e a solubilidade necessaria para que sejam transportadas pela membrana
(PUTZKE e PUTZKE, 2002). Entre estas enzimas encontram-se as amilases,
pectinases, xilanases, celulases e ligninases, que sao importantes para diversos
processos com potenciais aplicagdes industriais, incluindo ragéo animal.

Os fungos formam um vasto grupo de organismos classificados em um reino
proprio, denominado Fungi, pertencente ao Dominio Eukaryota. Nao s6 estéo incluidos
neste grupo organismos de dimensdes consideraveis, os cogumelos, mas também
muitas formas microscopicas, como bolores e leveduras. O nimero de espécies
conhecidas de fungos € estimada em pelo menos 74.000, sendo a maioria terrestres,
mas talvez existam até 1,5 milhdes de espécies, sendo que a maioria ainda nao foi
identificada, estudada e descrita pelos micologistas (HAWKSWORTH et al., 1995;
HAWKSWORTH, 2001). Assim, a prospec¢ao de enzimas de interesse industrial em

1
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fungos de solo brasileiro e residuos ainda € um tema pouco explorado e de potencial
interesse biotecnolégico.

Nas Ultimas décadas, a utilizagdo de fungos em bioprocessos ganhou
importancia devido a producdo de enzimas com caracteristicas fisico-quimicas
variadas e com potenciais excelentes para a aplicagdo industrial. A capacidade de
sintese em grande escala, bem como a facilidade com que sao secretadas para o
meio externo constituem algumas dessas caracteristicas (IWASHITA, 2002;
PAPAGIANNI, 2004).

Os fungos podem ocupar muitos ambientes como solos, materiais organicos em
decomposigao, plantas, dentre outros. Essa diversidade de habitats, evolutivamente,
garantiu a esses organismos a capacidade de sintetizar uma série de enzimas com
diferentes caracteristicas, possibilitando-lhes o uso da matéria organica do meio
(GOUKA et al., 1997). Como outros microrganismos, podem se adaptar a ambientes
inoGspitos, nos quais fatores como pH, temperatura, presséo e salinidade ultrapassam
valores considerados padrbées para a maioria dos microrganismos (LASA e
BERENGUER, 1993).

Os fungos filamentosos, em virtude de sua presenca em varios ecossistemas e
habitats, sdo cultivados em meios de cultura com relativa simplicidade de composicao,
sao faceis de manusear, suas condi¢des de cultivo sao facilimente controladas, ocupam
pouco espaco e crescem onde ha fonte de carbono associada ao calor e umidade
(TREVISAN, 2004).

Os Aspergillus estao inseridos no filo Ascomycota, o qual é o maior filo do reino
Fungi, pois compreende quase 50% de todas as espécies conhecidas de fungos. Este
género pertence a ordem dos Eurotiale e familia Trichocomaceae. Os ascomicetos, de
forma geral, apresentam tanto ciclo sexual como assexual, e possuem como
caracteristica principal a presenca de uma estrutura reprodutiva denominada asco, na
qual sao formados os ascésporos (esporos sexuais) (GUARRO et al., 1999). A
classificacdo destas espécies tem sido baseada primariamente em diferencas nas
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caracteristicas morfolégicas (GAMS et al., 1985).

As colénias do género Aspergillus crescem rapidamente e podem possuir
coloragOes diversas (verdes, amarelas, marrons, brancas e pretas), consistindo em
uma densa cobertura com conidi6foros eretos, nos quais os conidios formam colunas
compactas e, em sua maioria, sao pigmentados (SAMSON et al., 1995).

O género Apergillus € um modelo biolégico classico e, em geral, tem grande
relevancia pratica, por existirem espécies produtoras de enzimas industriais, acidos
organicos e outros produtos comercialmente importantes. Existem cerca de 200
espécies de Aspergillus comumente isolados do solo, materiais em decomposicao, ar
e também de varios outros ambientes. Devido a grande producdo de enzimas
extracelulares, € extensamente utilizada em processos biotecnolégicos. Em racao
animal alguns autores como COLLOMBATTO et al. (2003b, 2004), GIRALDO et al.
(2008) e KRUEGER e ADESOGAN (2008) utilizam enzimas de produzidas por

espécies de Aspergillus, embora sejam de origem comercial.

1.1.1 Aspergillus japonicus

O microrganismo selecionado para este estudo, o Aspergillus japonicus Saito
(Figura 1), é membro do género Aspergillus secao Nigri (formalmente grupo dos
Aspergillus niger) e sao distribuidos por todo mundo, crescendo em uma vasta
variedade de substratos. Devido a sua importancia biotecnoldgica, a identificacdo das
linhagens precisa ser clara, mas até agora, a taxonomia dos “black” Aspergilli esta
longe de ser esclarecida, pois as diferencas entre as espécies sao muito sutis
(ABARCA et al., 2004).

Aspergillus japonicus Saito € uma espécie de Aspergillus que produz coldnias
pretas com micélio branco, denso e basal e com auséncia de exudato e pigmentos
soluveis. Sao quase completamente cobertos por conidios de coloragdo preta ou
marrom escura, com formato redondo e, ocasionalmente eliptico além de uniseriados.
Esta espécie tem sido isolada de solos, raizes de plantas e folhas em decomposicéao,
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predominantemente em regides tropicais e subtropicais (DOMSCH et al., 1980 e
KLICH AND PITT, 1988). Essa espécie cresce rapidamente a temperatura ambiente
(24-28°C), possuindo colbnias com cerca de 5,0 a 6,0 cm de didmetro durante 10 dias
de incubacdo em meio soélido Czapeck. Alguns sinénimos considerados sédo A.
japonicus var. atrofuscus (1953), A. brunneo-violaceus (1955), A. japonicus var.

capillatus (1932) e A. atro-violaceus (1934) (RAPER e FENNELL, 1965).

Figura 1 - Conidi6foros de A. japonicus Saito. Microcultivo em PDA (potato dextrose agar) a

30°C. Cepa isolada em solo de area rural. Fotografia: F.D.A. Facchini.

Dados da literatura tém descrito que as espécies de Aspergillus japonicus sao
6timas produtoras de varias enzimas de interesse biotecnolégico, como as pectinases
(TEIXEIRA et al., 2000; SEMENOVA et al., 2003), B-frutofuranosidase (CHEN, 1998;
WHANG e ZHOU, 2006), B-glucosidase (DECKER et al., 2000), celulases (SANYAL et
al., 1988), tanases (BRADOO et al., 1997), fitases (PROMDONKOQY et al., 2009) e
lipases (VORA et al., 1988) bem como possiveis produtores de ocratoxina (ABARCA

et al., 2004).

1.2 Composicao da parede celular vegetal
O material lignocelulésico consiste principalmente de trés diferentes tipos de

compostos: celulose, hemicelulose e lignina, que se encontram associados uns aos
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outros e em diferentes proporcdes dependendo do vegetal (Figura 2) (ROGALINSKI et
al., 2008; CAGNON et al., 2009).

A parede celular vegetal é composta de diferentes camadas, as quais diferem
umas das outras em sua estrutura e composicao quimica. Basicamente, a celulose
forma um esqueleto que é circundado pela hemicelulose e pela lignina que da certa

rigidez, estando todas intimamente associadas entre si (ROGALINSKI et al., 2008).
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Figura 2 - Representacao da fibra de materiais lignocelul6sicos e de seus componentes e suas

respectivas estruturas: celulose, hemicelulose e lignina (adaptado de GRAMINHA et al., 2008).

A celulose é o biopolimero mais abundante do mundo e o principal
polissacarideo estrutural da parede vegetal. E um polimero linear e plano constituido
de residuos de glicose unidos por ligacdes B (1 - 4), que sao resistentes a hidrélise
enzimatica e é encontrado tanto em vegetais primitivos quanto em plantas mais
evoluidas.

Em sua estrutura, a celulose apresenta regibes altamente ordenadas,

estabilizadas por ligagdes de hidrogénio intra e intermolecular, € areas menos
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ordenadas ou amorfas, onde as cadeias apresentam uma organizagdo randomizada
(FAN et al., 1987). As microfibrilas de celulose sao arranjadas em conjunto e, formam
assim, as chamadas fibrilas de celulose que sao independentes e fracamente unidas
por pontes de hidrogénio (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Varios autores tém sugerido
que a celulose amorfa, devido a sua maior area superficial, seja mais susceptivel a
hidrélise enzimatica do que a forma ordenada ou cristalina, porém, complexos
enzimaticos produzidos por varios microrganismos tém se demonstrado capazes de
hidrolisar tanto a celulose amorfa quanto a cristalina, em acucares solluveis de baixa
massa molecular, como a glicose e celobiose.

Os componentes hemiceluldsicos apresentam massa molecular mais baixa do
que a celulose, inclui uma grande variedade de polissacarideos com estruturas
lineares e/ou ramificadas e geralmente sao classificados de acordo com o principal
acucar presente na sua composicdo. Fazem parte deste grupo: xilana, manana,
galactana e arabinana (DILLON, 2004). As hemiceluloses sao intimamente associadas
com a lignina e celulose, além de interagir covalentemente com a pectina. O
componente dominante das angiospermas e plantas agricolas como o capim e a palha
sdo a xilana, enquanto que a das gimnospermas € a glucomanana (HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009).

A xilana é o principal componente da hemicelulose e o segundo mais abundante
polissacarideo natural existente. Encontra-se localizada entre a molécula de lignina e o
conjunto de fibras de celulose e é um polimero linear com a cadeia principal composta
por residuos de B-xilopiranose unidos através de ligagao glicosidica do tipo B (1 - 4).
Na natureza, a cadeia principal desse polissacarideo pode ter adicdo de unidades de
ramificagbes como  4-O-metil-a-D-glucuronopiranosil,  grupos  acetil, a-L-
arabinofuranosil, etc. em diversas proporgées dependendo do tipo de arvore
(POLIZELI et al., 2005).

Juntamente com a celulose e a hemicelulose, a lignina € um dos principais
constituintes do material lignocelulésico. Esta presente em cerca de 20% a 30% na
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composicao na madeira e de 16 a 33% da biomassa das plantas superiores, agindo
como material adesivo, como agente de enrijecimento (suporte estrutural),
impermeabilidade e como barreira contra degradacdo enzimética e/ou microbiana e
estresse oxidativo (FENGEL e WEGENER, 1989; WU et al., 2008; HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009). Em gramineas, essa porcentagem de lignina é mais baixa e varia
entre as diferentes espécies como, por exemplo, cerca de 7 — 9% em capim-Mombaca
(Panicum maximum Jacq. cv. Mombaga) e capim-Elefante cv. Roxo (SANTOS et al.,
2001; DIAS et al., 2007).

A lignina é uma macromolécula amorfa de elevada massa molecular com
estrutura muito complexa, formado por unidades fendlicas e de alcoodis, baseada em
trés precursores: alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico. A proporcdo destes
componentes varia entre diferentes espécies de plantas e pode ser utilizada com
propositos taxonémicos. Em funcao da sua estrutura, essa macromolécula é de dificil
degradacdo, comparado aos polimeros de polissacarideos, permanecendo nos solos
como componentes recalcitrantes do humus (SILVA, 2004). Existem trés tipos
principais de lignina: a lignina de gimnospermas, a de angiospermas e a de gramineas
(ndo lenhosas ou herbaceas) (BURANOV e MAZZA, 2008).

O esquema da Figura 3 mostra de que maneira estas substancias podem estar
organizadas formando a parede celular vegetal. Em cada camada as porcentagens de
celulose, hemicelulose e lignina variam em proporgao. A parede celular primaria (P)
possui em torno de 10, 20 e 70% de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente.
Ja na parede celular secundaria, formada por trés camadas (S1, S2 e S3), a proporc¢ao
desses componentes (celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente)
correspondem a cerca de 35, 25 e 40% em S1, 55, 30, e 15% em S2 e 55, 40, 5% em
S3. Na lamela média (LM) a proporgao desses componentes corresponde a 0,10 e

90% (POLIZELI, 2009).
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Figura 3 - Esquema basico da estrutura da parede celular de madeiras moles e de madeiras
duras. LM - lamela média; P - parede celular primaria e camadas da parede celular secundaria
S1, S2 e S3 (adaptado de POLIZELI, 2009).

1.2.1 Parede celular de forrageiras
Os constituintes da parede celular das forrageiras apresentam uma matriz
complexa: com estrutura tridimensional, interacdes dos polimeros, ligagdes do tipo
éster e éter e proporgcdes de siringil, guaiacil e hidroxicinamil na fracdo da lignina.
Estas estruturas definem a habilidade dos microrganismos do trato digestivo dos
ruminantes em digerir a parede celular. Quando se trata de forragens de clima tropical,
comparada as forragens de clima temperado, normalmente apresentam qualidade
nutricional inferior em funcdo da maior proporcdo de parede celular espessa
(esclerénquima, feixes vasculares) com maior conteudo de lignina, e menores teores
de proteina, acarretando assim, em uma menor digestibilidade. Assim, a lignificacao
da parede celular vegetal e as ligagdes quimicas da lignina e compostos fendlicos aos
polissacarideos limitam a digestao da fibra.
De acordo com Hatfield (1989), as intera¢gdes da matriz que poderiam restringir a
extensdo e a taxa de degradacao da celulose seriam as pontes de hidrogénio da

hemicelulose com a celulose. O aumento das ligagdes dos polissacarideos de cadeia
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linear com as microfibrilas de celulose limitaria o acesso a degradacdo da celulose

(Figura 4).
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Figura 4 - Interagdes potenciais e organizagdo da matriz da parede entre celulose e xilana. X =
. . * . A s o I o . s
xilana; A = arabinose; = pontes de hidrogénio; ® &cido ferrdlico; ®® &cido diferrdlico

(HATFIELD, 1989)

As células do mesdfilo (presente nas folhas) apresentam espagos intercelulares
e parede celular ndo lignificada que quando rompidas pela mastigacdo do ruminante
tornam-se mais acessiveis as bactérias, aumentando a digestdo da fibra. Por outro
lado, as células de esclerénquima possuem maior espessura e sua digestao ocorre do
interior do lumen para o exterior da célula, uma vez que a superficie é protegida por
uma parede indigestivel (lamela média primaria), necessitando de um maior periodo
de tempo para a digestdao (WILSON e MERTENS, 1995).

A concentragdo de lignina nas plantas forrageiras tem sido constantemente
responsabilizada como um dos fatores limitantes da digestibilidade da planta. Embora
as correlacdes entre teor de lignina e digestibilidade sugiram esta associagdo, ndo sao
necessariamente provas que a lignina seja realmente a principal responsavel pela

menor digestibilidade da matéria seca (Jung, 1989).
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Segundo Jung (1989) todas as forragens contém a chamada lignina core, cujo
termo € utilizado para distinguir as areas altamente condensadas e mais resistentes a
degradagao dos compostos fenélicos que podem ser extraidos da amostra. Os acidos
ferrtlico e p-cumérico (componentes da lignina) estao presentes nas gramineas em
aproximadamente 10 e 25% respectivamente. O acido ferrdlico tende a estar
associado com a fracdao de hemicelulose, enquanto que a maioria dos acidos p-

cumaricos esta esterificada com a lignina core (Figura 5).
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Figura 5 - Ligagbes de acidos p-cumarico e ferulico com componentes da parede celular

(JUNG, 1989).

Nas forrageiras, em dietas de animais herbivoros, especialmente ruminantes, a
fibra & nutricionalmente importante por conter a parte organica da matéria alimentar
mais resistente a acao do processo digestivo no trato gastrintestinal desses animais.
Um sistema de analise de forragem deve incluir a determinacdo dos teores de fibra,
proteina e lignina, sendo o primeiro ponto critico para a precisdo dessas
determinagbes a avaliagdo dos conteudos de matéria seca (MS) da forragem.
Algumas avaliagdes, tais como as de carboidratos solluveis sao de particular

importancia em pesquisas sobre ensilagem.
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As divisbes de fibras mais comumente utilizadas em zootecnia sdo a fibra em
detergente neutro (FDN), que compreende a fragdo fibrosa da forrageira contendo a
hemicelulose, a celulose e a lignina, e a fibra em detergente acido (FDA), que
compreende a fracéo fibrosa exceto a hemicelulose (Figura 6) (HALL, 2001).

A eficiéncia de utilizagdo de plantas forrageiras pelos animais depende de
inUmeros fatores, incluindo a qualidade e a quantidade da forragem disponivel, o

potencial do animal e a natureza dos produtos da digestao.

| Carboidratos presente nas plantas |

Conteudo celular Parede celular |

Substancias pécticas | Hemicelulose Celulosel Lignina
Galactanos
B-glucanos

=
S

N

FDA

N
A 4

FDN

Figura 6 - Componentes presentes nas plantas. FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra

em detergente acido.

1.3 Sistemas enzimaticos em estudo
Nos ultimos 30 anos houve um grande aumento no interesse pela busca e
pesquisa de enzimas que degradam compostos lignocelulésicos, principalmente
devido ao resultado do avango na industrializagéo, que gera diariamente toneladas de
residuos soélidos, o qual muitas vezes, se torna um problema de poluicado ambiental, e
devido ao advindo da politica canavieira, que prevé o aproveitamento ao maximo da

matéria organica na agroindustria, diminuindo a geragdo de residuos e agregando

11
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valor a este. Assim, a habilidade de alguns microrganismos degradarem estes
compostos torna-se vantajoso industrialmente e comercialmente.

O processo de decomposigao esta diretamente ligado ao potencial enzimatico do
microrganismo. Os fungos produzem celulases, hemicelulases, pectinases e
ligninases, direcionadas a hidrélise da parede vegetal (SZAKACS e TENGERDY,
1997) e possuem uma maior facilidade de acesso ao substrato, uma vez que as hifas
do micélio penetram nos tecidos vegetais melhor do que bactérias e protozoarios.
Assim, tém acesso ao conteudo celular, indisponivel para outros microrganismos do

mesmo ambiente (WUBAH et al., 1993).

1.3.1 Sistema xilanolitico

As xilanases catalisam a hidrélise das xilanas. Estas enzimas sdo produzidas
principalmente por microrganismos e participam da desagregacdo da parede celular
de plantas e, em conjunto com outras enzimas, hidrolisam polissacarideos e também
digerem a xilana durante a germinacdo de algumas sementes. Dentre as fontes
microbianas, os fungos filamentosos sdo especialmente interessantes, uma vez que a
secrecao destas enzimas para 0 meio possui niveis muito mais elevados que aqueles
secretados por leveduras e bactérias (POLIZELI et al., 2005).

Devido a heterogeneidade da estrutura da xilana, sua degradacao requer agao
de varias enzimas, ou seja, de um sistema enzimatico (Figura 7), denominado sistema
xilanolitico. Os componentes deste sistema que tém sido mais extensivamente
estudados sdo as endoxilanases e B-xilosidases. Outras enzimas menos estudadas
desse sistema, a oa-arabinofuranosidase, acetilxilano esterase, o-D-glucuronidase,
acidos ferrulico e p-coumarico esterases foram descobertas apenas no final da década
de 80, provavelmente devido a dificuldade de obtencdo de substratos adequados
(POLIZELI et al., 2005). As endo-1,4-B-xilosidases (1,4-B-D-xilana xilohidrolase; EC
3.2.1.8) clivam as ligagbes glicosidicas internas da cadeia principal da xilana,

acarretando diminuicdo do grau de polimerizagdo do substrato e resultando em

12
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xilooligossacarideos com diferentes comprimentos, as B-D-xilosidases (B-D-xilosideo
xilohidrolase, EC 3.2.1.37) hidrolisam xilooligossacarideos pequenos e xilobiose a
partir da extremidade ndo redutora, liberando xilose (CHAVEZ et al., 2006;
DELCHEVA et al., 2008), enquanto que as outras enzimas deste sistema clivam os
grupos na ramificagdo: as a-L-arabinofuranosidases sao capazes de hidrolisar os

grupos a-L-arabinofuranosil terminais, as acetil-xilanaesterases hidrolisam as ligagdes
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entre xilose e grupos acetil, as acido ferrulico esterases e acido p-coumdrico esterases

clivam as ligagbes éster na xilana, respectivamente, entre as cadeias laterais de
arabinose e acido ferrulico e arabinose e entre arabinose e acido p-coumarico e as a-
glucuronidases hidrolisam as ligagbes glicosidicas a-1,2 entre acido glucurénico e

residuos de xilose na glucuronoxilana (CHAVEZ et al., 2006; DOBREYV et al., 2007).

Figura 7 - Representagédo esquematica de uma molécula de xilana e da atuagao das enzimas
do sistema xilanolitico. Ac = Grupo acetil (POLIZELI, 2009).
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O uso das xilanases teve inicio na década de 80, primeiramente na preparacao
de ragdo animal, e mais tarde em industria de alimentos, téxtil e papel. Ainda,
podemos ressaltar sua aplicagdo na manufatura de paes e bebidas e em industrias

qguimicas e farmacéuticas (POLIZELI et al., 2005).

1.3.2 Sistema celulolitico

As celulases sé&o produzidas por um grande numero de fungos, principalmente
Ascomicetos e Basidiomicetos. O sistema enzimatico das celulases € constituido de
um conjunto de hidrolases glicosidicas, que envolvem trés tipos de enzimas: as endo-
B-1,4-glucanases ou endoglucanases (EG |, EG Il, EG lll e EG IV; EC 3.2.1.4), as exo-
B-1,4-glucanase ou celobiohidrolases, ou apenas exoglucanases (CBH | e CBH IlI; EC
3.2.1.91), e as B-1,4-glucosidase (BG | e BG II; EC 3.2.1.21). Esses trés componentes
atuam de forma sinérgica na hidrolise de celulose (DILLON, 2004; ZHANG et al.,
2007).

De acordo com o modelo de sinergismo “endo-exo”, estas enzimas cooperam da
seguinte maneira: as celobiohidrolases agem como exoenzimas (na extremidade da
cadeia) e liberam celobiose como produto principal, as endoglucanases agem
randomicamente ao longo da cadeia produzindo novos sitios de ataque para as
celobiohidrolases, e as B-glucosidases completam o processo através da hidrélise da
celobiose e de outros oligossacarideos a glicose (ZANDONA FILHO, 2001).

As endo-1,4-B-D-glucanases hidrolisam a cadeia de celulose de modo aleatério.
Estas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e celuloses modificadas quimicamente
(soluveis), como carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC). A celulose
cristalina e o algodado, ambos substratos de elevado grau de cristalinidade, s&o menos
hidrolisados devido ao maior grau de organizagdo molecular que apresentam. As exo-
1,4-B-D-glucanases (celobiohidrolases) atuam nas extremidades n&o redutoras da
cadeia de celulose, produzindo celooligossacarideos. As celobiohidrolases ndo atuam

14
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sobre celuloses soluveis por haver um impedimento estereoquimico causado pelos
grupos substituintes, seja carboximetilico ou hidroxietilico. Elas atuam sobre a celulose
cristalina (Avicel) produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de
polimerizacdo. Ja as B-glucosidases possuem a funcado de hidrolisar a celobiose
gerada pelas celobiohidrolases e endocelulases em glicose (KUMAR et al., 2008). O

sinergismo das celulases esta representado na Figura 8.

Endoglucanase

Celobiohidrolase

B-glucosidase

Figura 8 - Acdo das endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolase) e B-glucosidase na
degradagao da celulose, adaptado de KUMAR et al. (2008).

As celulases sao enzimas de custo relativamente alto, e uma significante
reducdo no custo de sua producdo torna-se um fator importante comercialmente
(ZHANG et al., 2006). Nessa perspectiva, € viavel o uso de residuos agroindustriais
como substratos para o cultivo de fungos celuloliticos de forma a baratear a producao
de celulase.

As celulases tém um vasto campo de aplicagédo: extragéo e clarificacao de sucos,
producdo de cerveja e vinhos, alimentacdo animal, industria téxtil e papeleira (BHAT,
2000) e, mais recentemente na sacarificacdo de materiais lignoceluloésicos para a

producédo de etanol (SUKUMARAN et al., 2009).
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1.4 Processos fermentativos na producao de enzimas microbianas

Uma variavel questionavel ao se utilizar enzimas em bioprocessos tecnoldgicos,
€ 0 custo das mesmas. Considerando que o meio de fermentacdo é um dos
componentes importantes para o preg¢o final do produto, é necessario buscar
substratos de baixo custo para o processo fermentativo, como por exemplo, os
residuos agroindustriais.

Estima-se que sejam geradas 1000 toneladas por ano de residuos agricolas e
agroindustriais no Brasil. Grande parte desses residuos fica disponivel no campo
tornando-se, muitas vezes, um poluente ambiental e um problema de ocupacao de
espaco devido a lenta degradagao natural ou, em alguns casos, sdo usados para
geragao de energia elétrica em algumas industrias. Apenas uma pequena parte (5%)
desses materiais é utilizada na alimentagdo de animais de producao (YANG et al.,
2001). Dessa maneira, o uso de materiais como os lignoceluldsicos torna-se uma
importante ferramenta no processo fermentativo de produgdo, principalmente de
enzimas fibroliticas que degradam compostos como celulose, hemicelulose e lignina,
de forma a reduzir o custo desta producao.

Na regido noroeste do estado de Sao Paulo ha abundancia de residuos
agroindustriais, tais como bagaco de cana-de-agucar e de laranja, cascas de frutas,
residuos da fabricacdo de farinha de mandioca, etc. os quais podem ser usados como
fonte de carbono e de outros nutrientes para a fermentacao, ou mesmo como suporte
inerte de outros substratos.

Entre os processos de fermentagado utilizados para produgdo enzimatica, a
fermentacao submersa (FSm) tem sido mais usada, entretanto, vem aumentado o uso
da fermentagdo em substrato sélido (FES), em especial para enzimas que atuam
sobre polimeros vegetais. Dessa forma, a producdo de enzimas por processos
fermentativos é um vasto campo da biotecnologia que resta muito ainda para se
conhecer e explorar, principalmente quando se trata da utilizagdo de residuos
agroindustriais (RODRIGUEZ COUTO e SANROMAN, 2005).
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Tanto o processo de FES quanto o de FSm apresentam caracteristicas
importantes, assim, € necessario avaliar as vantagens e desvantagens em cada
processo fermentativo, considerando o tipo de substrato desejado tanto na
fermentagao sélida quanto na liquida e, principalmente, o grupo de microrganismos a
ser utilizado, pois a maioria dos microrganismos nédo produz quantidades semelhantes
das enzimas de interesse em ambos 0s tipos de fermentagéo.

A FES pode ser definida como o crescimento de microrganismos sobre
suportes sélidos umidos na auséncia ou préximo da auséncia de agua livre entre as
particulas do material sélido. Este suporte pode ser qualquer substrato natural sendo
usado como fonte de carbono e energia, ou ainda pode servir como suporte inerte
podendo ser enriquecido com solucdo nutriente (BHANU-PRAKASH et al., 2008;
DIORIO et al., 2008). A FSm por sua vez, é definida como aquela cujo substrato fica
dissolvido ou suspenso em pequenas particulas no liquido, normalmente agua. Na
FSm a agua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do material a ser
fermentado. Esse tipo de fermentacdo apresenta como principais vantagens, o facil
acompanhamento da formacéo do produto e consumo do substrato e o controle dos
parametros fermentativos como pH, temperatura, oxigenacdo e esterilidade. Como
principais desvantagens, tém-se o grande volume de residuos gerados e a dificuldade
de separagao produto / substrato (MITCHELL et al., 2000).

A FES tem se tornado muito atrativa e vantajosa, primeiro porque simula as
condi¢cdes de vida dos fungos filamentosos, ou seja, os meios sélidos se assemelham
aos meios naturais como solos onde esses fungos se desenvolvem e, segundo,
porque podem utilizar como substrato e suporte para a FES residuos agricolas e
agroindustriais que sao economicamente importante para minimizar problemas
ambientais. Os residuos agroindustriais, como farelo de trigo, bagaco de laranja,
bagaco de cana-de-agUcar, farelo de soja e palha de arroz e de milho tém sido
empregados com sucesso como substratos na produgdo de enzimas por FES (DE
GREGORIO et al., 2002; SILVA et al., 2002 e 2006; FREITAS et al., 2005; PEIXOTO-
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NOGUEIRA et al., 2008a).

Nos ultimos anos, os processos em FES sao relatados por varios pesquisadores
como uma alternativa para a FSm, devido a algumas vantagens, tais como: menor
risco de contaminacdo bacteriana resultantes do baixo requerimento de agua,
menores problemas de efluentes liquidos, disposicdo de residuos e estabilidade do
produto devido a baixa diluicdo do meio, facil aeracado devido a porosidade do material
e extracao facilitada pela alta concentragéo de produtos (IMANDI et al., 2008; LIA e
JIA, 2008; MUKHERJEE et al., 2008; SUN e XU, 2008). Como desvantagens podem
ser destacadas: as dificuldades no controle dos parametros do processo fermentativo
(pH, temperatura, umidade e crescimento celular) e a necessidade de volumes
relativamente grandes de in6culo. O principal fator limitante, no entanto, refere-se a
dificuldade de véarios grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o
que acaba por restringir o processo ao uso de fungos filamentosos, que se adaptam
bem a essa condicdo. Desse modo, a FES tem se mostrado adequada para a
producéo de enzimas por fungos filamentosos (PANDEY et al., 1999).

A busca pela redugcdo dos custos para a producdo de enzimas faz com que
aumente as investigagdes sobre substratos e microrganismos usados na fermentagao
em estado soélido. A producédo de enzimas por esta forma de cultivo € um processo
atraente, sob o ponto de vista econémico, devido, principalmente a possibilidade de
obtengao de uma maior concentragao enzimatica por unidade de volume (SOCCOL e

VANDERBERGHE, 2003).

1.5 Aplicacoes industriais das enzimas em estudo
O grande interesse no estudo de enzimas esta na sua possibilidade de aplicagao
em diversos setores da industria melhorando procedimentos e produtos ja existentes,
bem como no estabelecimento de novos processos. As principais aplicacdes das
enzimas em estudo s&o a xilanase para o biobranqueamento da polpa de celulose, na
industria de papel e celulose (BHAT, 2000; WHITMIRE e MITI, 2002; TECHAPUN et
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al., 2003, SANDRIM et al., 2005; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009) na industria
alimenticia, principalmente na panificagdo para aumentar o volume especifico do pao,
determinando a textura do miolo e seu sabor final (HARBAK e THYGESEN, 2002,
CAMACHO e AGUILAR, 2003) e na industria de sucos e vinhos (BIELY, 1985); a
xilanase e celulase na producdo de etanol e xilitol (ARISTIDOU e PENTILLA, 2000;
SCREENATH e JEFRIES, 2000; HAHN-HAGERDAL et al., 2006; SUKUMARAN et al.,
2009), na industria téxtil tanto no processo de degomagem de fibras de rami
(BRUHLMANN et al., 2000) quanto no processo de bioestonagem (DILLON, 2004) e
também, na industria de ragdo animal, principalmente de ruminantes (JURKOVICH et
al., 2006; UGWUANYI, 2008; JALILVAND et al., 2008; EUN e BEAUCHEMIN, 2008;

KRUEGER e ADESOGAN, 2008).

1.5.1 Aplicacao das enzimas na nutricao de ruminantes

O rumen possui importantes populagcdées bacterianas, grande quantidade de
fungos e protozoarios anaerébicos. Os protozodrios do rimen nao sdo essenciais para
a digestdo da fibra e, na auséncia deles, frequentemente o numero de bactérias
aumenta e mantém a digestdo da fibra de celulose. Recentemente, as bactérias
celuloliticas do rumen foram estudadas extensamente e apontadas como os primeiros
degradadores das fibras. Os fungos anaerdbicos do rimen sdo capazes de colonizar
fragmentos de plantas e penetrar na cuticula e na parede celular de tecidos
lignificados no rimen nas dietas de alimentos fibrosos, e ter atividade celulolitica. Os
fungos também podem desempenhar um importante papel sinergistico na digestao
ruminal da fibra pelo rompimento fisico do tecido lignificado, permitindo que outros
microrganismos do rimen tenham mais facil acesso ao talo e a porcao digestivel da
planta. A composigao e proporgdo de microrganismos do rimen sao afetadas por
muitos fatores, tais como dieta, localizacdo geogréfica e interacdo animal-hospedeiro

(CHEN et al., 2008a).
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Considerando o potencial de digestdo da fibra pelos microrganismos ruminais,
torna-se dificil entender como a adicdo de complexos enziméticos poderia melhorar a
utilizagao da fibra pelos ruminantes. Entretanto, o processo de digestao da forragem é
consideravelmente incompleto, apresentando um grande impacto na ingestéo,
principalmente quando se trata de forragens tropicais. De acordo com Varga e Kolver
(1997), cerca de 20 a 70% da celulose pode nado ser digerida e aproveitada pelo
animal em fung&o de fatores como a estrutura e composi¢éo da planta e de aspectos
relacionados ao animal como a mastigagao, salivagéo e pH ruminal.

Nutricionistas de ruminantes e microbiologistas tém interesse ha muito tempo na
manipulacdo do ecossistema microbiano do rumen para aumentar a utilizacdo e
qualidade do alimento, melhorar a eficiéncia de producao dos ruminantes e aliviar os
problemas associados com praticas de alimentagdo decorrente (LEE et al., 2000).
Desde 1960, numerosos estudos focalizaram o assunto de adigdo de varios
microrganismos e/ou aditivos alimentares quimicos a dieta dos ruminantes. Segundo
Rode et al. (1999) as enzimas fibroliticas poderiam contribuir diretamente com a
hidrélise da fibra do ridmen, por proporcionarem um aumento na concentragdo de
substrato para os microrganismos celuloliticos, intensificando a atividade das enzimas
microbianas sobre a fibra.

Assim, as enzimas em estudo (xilanases e endoglucanases) podem ser
aplicadas como aditivo em ragdo para ruminantes, no intuito de aumentar a
digestibilidade de alimentos fibrosos e, consequentemente, o desempenho do animal.
Essas enzimas atuam degradando os carboidratos ingeridos no alimento e fornecem
acucares menores para a microbiota presente no rimen bovino. Na presenca desses
oligossacarideos rapidamente assimilaveis, ha uma maior e mais rapida proliferagéo
das bactérias no rimen aumentando a eficiéncia do processo de digestdao (MARTINS,
2003; LOURES, 2004). Ainda, enzimas exégenas tém sido aplicadas em ruminantes
para melhorar a digestibilidade da forrageira e, consequentemente, o consumo
voluntario de alimento. Além disso, outros possiveis beneficios incluem a remocao de
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fatores antinutricionais (taninos, alcal6ides, inibidores de amilases), com a melhora na
disponibilidade de certos nutrientes da planta.

O aditivo a base de enzima é caracterizado pelo extrato enzimatico concentrado
produzido pela fermentacao fungica ( Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger e
A. oryzae) e/ou bacteriana (Bacillus spp. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum e Streptococcus faecium). Este concentrado ndo devera conter células
microbianas devido aos processos de filiragdo para a obtencdo do produto final
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

Fungos do género Aspergillus sdo considerados bons produtores da enzima
exdgena fibrolitica xilanase utilizada na industria de alimentos para animais. Esse
género € comumente encontrado no ambiente, € cosmopolita, caracterizado pelo seu
rapido crescimento e alta capacidade de utilizar diversos substratos.

A eficacia dessas enzimas como aditivo é parcial devida a hidrélise melhorada
da fibra, o que frequentemente aumenta a digestibilidade (DE HAAN et al., 2007;
DEHGHAN-BANADAKY et al., 2007) e cede mais energia metabolizavel para os
ruminantes (TITI e TABBAA, 2004). Estas enzimas exdgenas trabalham em sinergia
com as enzimas endbgenas microbianas do rumen, hidrolisando a parede celular das
forrageiras, aumentando a digestdo dos carboidratos estruturais e a degradacao de
material da planta no intestino posterior do ruminante sendo benéfica ao equilibrio total
de energia no animal (EUN e BEAUCHEMIN, 2007a; MURRAY et al., 2007;
KRUEGER e ADESOGAN, 2008). Muito da variabilidade da atuacao destas enzimas
sao atribuidas a fatores tais como o tipo e a atividade da enzima, as condigbes de
cultura empregada (EUN e BEAUCHEMIN, 2007a), nivel de suplementacdo e enzima
fornecida, estabilidade da enzima no aparelho digestivo (YANG et al., 2001; GIRALDO
et al., 2008), composicdo da dieta, método de aplicacdo da enzima e o balango
energético dos animais testes.

Fisiologicamente, existe uma série de possiveis modos de a¢do das enzimas
exogenas e, conforme descrito, esses efeitos podem ser tdo simples como a liberacao
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de carboidratos solluveis ou tdo complexos como a remocado de ions de barreiras
estruturais. O grau de liberagdo dependera do tipo de alimento e do tipo de enzima

utilizada (KRUEGER e ADESOGAN, 2008).

1.6 Efeito das enzimas fibroliticas na digestibilidade ruminal

Os mecanismos pelos quais as enzimas fibroliticas podem melhorar a
digestibilidade, o desempenho e a lactagcdo em ruminantes permanecem ainda pouco
explorados, apesar de terem recebido maior enfoque nos ultimos anos. Parte dessa
contribuicdo vem de resultados de pesquisas que observaram 0 aumento da
degradagao da fibra pelos microrganismos ruminais (HRISTOV et al., 2000; EUN e
BEAUCHEMIN, 2007a; KRUEGER e ADESOGAN, 2008; GIRALDO et al., 2008).

O método de aplicagdo das enzimas fibroliticas nas dietas € um fator decisivo
para a agcao das enzimas em ruminantes, dai, a necessidade de determinar se as
enzimas sdo mais efetivas quando adicionadas diretamente na forragem, no
concentrado ou na mistura total de racao (YANG et al., 1999).

Uma técnica bastante usada para determinar a degradabilidade das fragdes do
alimento e comparar os diferentes residuos € a técnica de degradacgao in situ. Quando
se conhece o comportamento do desaparecimento ruminal das entidades nutricionais,
especialmente dos volumosos, ha maior precisao no balanceamento de ragdes para
ruminantes (MARTINS, 2003). Segundo Hristov et al. (2000) a suplementagao intra-
ruminal de enzimas que degradam polissacarideos da parede celular aumentou a
degradabilidade efetiva in situ e a fragao soluvel da matéria seca (MS) da cevada em
grao. Assim, sdo necessarios estudos de forma a aprimorar a digestibilidade da fibra
através de enzimas fibroliticas exégenas.

Segundo Nsereko et al. (2000), o aumento da degradabilidade da fibra pode ser
atribuido ao crescimento da populacdo de microrganismos, o que contribuiria para
maior degradacédo da fibra no rimen. A provavel explicagdo para este aumento da
populacdo seria a remocgao das barreiras estruturais da parede celular pela acao das
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enzimas fibroliticas (xilanases e celulases), 0 que tornaria mais facil a colonizagéo da
fibra pelas bactérias ruminais. Adicionalmente, as preparagdes enzimaticas poderiam
agir como defaunadores, permitindo que a populacdo bacteriana estivesse menos
susceptivel a predacao de protozoarios.

Alguns estudos tém sido desenvolvidos com a adicdo de preparados
enzimaticos. Beauchemin e Rode (1996) informaram que ao adicionar um produto
enzimatico contendo atividade de xilanase e celulase ao feno de alfafa, o ganho médio
diario e o crescimento do gado de corte aumentaram por até 30%. Nsereko et al.
(2000) e Colombatto et al. (2003b) relataram que produtos enzimaticos contendo
xilanases, esterases e proteases tiveram efeitos estimulatérios na degradagao do feno
de alfafa in vitro. Eun et al. (2006) mostraram que a alimentagdo com enzimas
exdgenas, no caso xilanase e celulase, levou a efeitos positivos em vacas lactantes e
gado de corte melhorando a digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN), e da
fibra em detergente acido (FDA).

E valido ressaltar que a adicdo de xilanases pode, até mesmo, alterar as
atividades fisiologicas da populagéao bacteriana ruminal (COLOMBATTO et al., 2003b).
Desta maneira, € comum observar aumento na produgdo de propionato e butirato e
diminuicdo na de acetato (Figura 9), como resultado do emprego da enzima fibrolitica
(EUN e BEAUCHEMIN, 2007b). Essas mudangas fisiolégicas resultam do aumento na
digestibilidade do alimento. Outra vantagem na adicdo de enzimas € a redugdo na
liberacdo de gas metano pelo rebanho, que por seu um poluente preocupante, pois
juntamente com o didéxido de carbono é responsavel pelo efeito estufa, provoca
retencao do calor e aguecimento da superficie da terra.

Portanto, a adigdo de enzimas fibroliticas exdgenas na dieta destes animais
aumenta a atividade enzimatica fibrolitica do rumen, reforcando que enzimas
exogenas atuam sinergisticamente com a microbiota do rimen resultando em um
aumento muito superior na digestao do alimento (EUN e BEAUCHEMIN, 2005).

No Brasil a maior parte dos bovinos € alimentada principalmente com forragens
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e, devido a regiao tropical na qual se encontram, além de apresentarem qualidade

nutricional inferior, em funcdo de maiores teores de parede celular e lignina, também

apresentam menores teores de proteinas, enquanto que nos Estados Unidos e

Canada, paises onde foram realizados a maior parte dos estudos citados acima, as

forrageiras sdo mais digestiveis pelos ruminantes. Assim, a busca por enzimas

despolimerizantes de material vegetal e sua aplicacdo na digestibilidade ruminal é de

fundamental importancia nesses estudos.

Fermentacao dos carboidratos no rumen

Xilulose

Poentosces

Ciclo das
[}9I1tOSE‘S

o

Metano

GLICOSE =

Acetil Co-A

Pectina Hemicelulose Celulose | Amido Frutosanas || Sacarose

! - - ‘ Celohioses | ‘ Dextrina ‘ S
Acidos : ' | Frutose
urénicos

Amilase + amilopectina
microbiana

Propionato

-ll Butirato |

Figura 9 — Esquema ilustrativo da formacao de propionato, butirato, acetato e metano a partir

da fermentacao de carboidratos.
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2.0BJETIVOS
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Neste trabalho, objetivou-se:

- coleta de amostras para isolamento de fungos filamentosos para a produgéo de
xilanases e celulases (CMCases);

- selecao de um bom produtor destas enzimas;

- otimizagao das condigdes de cultivo tanto em FES quanto em FSm, variando
parametros fisico-quimicos e nutricionais;

- caracterizagao bioquimica dos extratos brutos produzidos;

- aplicacao dos extratos na hidrolise de forrageiras tropicais tanto frescas quanto
processadas;

- produgédo e aplicagdo do extrato bruto obtido na digestibilidade in vitro de
ruminantes como aditivo em ragdes;

- verificagdo da produgao de gas na digestibilidade in vitro utilizando diferentes
concentragdes de extrato;

- verificacdo da estabilidade do extrato enzimatico em fluido ruminal in vivo em

cabras fistuladas.
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3 MATERIAL ‘E
METODOS
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3.1 Coleta de fungos filamentosos

Este trabalho fez parte de um projeto tematico junto a rede BIOTA-Bioprospecta
(FAPESP). A coleta foi realizada em fazendas nos municipios de Agua Vermelha e de
Ubarana, e na FCAV - UNESP (Jaboticabal) (Figuras 10 A, B e C, respectivamente).
Esta foi realizada em solos de pastagens, materiais em decomposi¢éo, gramineas,
estrume bovino, silagens e capim fresco e seco seguindo as normas estabelecidas
pela FAPESP. Para um rigoroso controle e identificagéo do local de coleta utilizou-se
georreferenciamento por GPS - “Global Positioning Systems” para determinagdo da
latitude, longitude e altitude (Tabela 1). Outros dados como data, temperatura
ambiente do momento da coleta foram sempre registrados de acordo com a ficha
padrao para coletas e registro BIOTA/FAPESP, disponivel no site:

http://sinbiota.cria.org.br.

Tabela 1 — Coletas realizadas em Agosto/2007 em diferentes locais de pastagens

Local da Precisao Latitude (2) Longitude (2) Elevacdao T. (°C)
coleta GPS (m) (m)
Agua Vermelha 15 212 47.598 47°50.215 601 29
Ubarana 9 21209.977 49° 43.521’ 404 27
Jaboticabal 9 21°14.263° 48° 17.488 581 28

T. = temperatura

3.2 Isolamento e identificacao dos microrganismos

O isolamento dos fungos filamentos foi realizado por dois métodos diferentes:
primeiro, segundo a metodologia de plaqueamento com diluigbes sucessivas, onde
suspensdes de solo, contendo tracos de pentabiético foram inoculadas em distintas
diluicbes em placas de Petri contendo meio de cultura constituido por farinha de aveia
Quaker® 4% e agar bacteriolégico 2% (EMERSON, 1941) e, segundo, o material foi

espalhado pela superficie do meio sélido da placa com alca de Drigalski. As placas,
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em seguida, foram incubadas em estufa bacteriolégica, em temperaturas de 30 e

40°C.

{C}

Figura 10 - Locais de coleta das amostras. (A) Curral em fazenda em Agua Vermelha; (B) Sitio
no municipio de Ubarana; (C) Silagem de milho na FCAV-UNESP (Jaboticabal). Fotografia:
F.D.A.Facchini.

Decorridos alguns dias de incubagéao, diferentes fungos se desenvolveram nas
placas (Figura 11), seguiu-se entdo, o isolamento dos espécimes através de in6culo
em estrias utilizando-se alga de platina. Este procedimento foi realizado até obterem-

se culturas homogéneas. O isolamento foi realizado de acordo com observagao
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macroscépica, quanto a cor dos esporos, mudanca de cor do meio de cultura
provavelmente devido a formacao de metabdlitos secundarios, textura (liso, enrugado,

hifas aéreas), etc.

Figura 11 - Exemplo de fungos desenvolvidos em placa de Petri com meio sélido de Aveia
apés diluicdo do material coletado. Fotografia: F.D.A.Facchini.

3.3 Manutencao da cepa

As cepas foram mantidas em laboratério, em meio complexo de aveia
(composicao item 3.2) ou em meio PDA (potato dextrose agar) fornecido por
Acumedia®. Os repiques foram realizados periodicamente, com auxilio de uma alga de
platina, e mantidos a 30°C ou 40°C durante 5 a 7 dias. Posteriormente, estes foram
vedados e conservados em geladeira, a temperatura de 4°C.

A manutencao de todo o acervo de fungos utilizado foi também realizada em
silica gel, onde uma suspensao de esporos foi preparada em 5 mL de solugéo de leite
Molico® desnatado (20 ¢/100 mL de &gua destilada). Desta suspenséao,
aproximadamente 1,2 mL foram misturados a 6 g de silica-gel branca 1-4 mm contida
em tubos de ensaio (16 x 100 mm) vedados com rosca. Foram armazenados dois
tubos para cada espécime. Todos os passos foram conduzidos de forma asséptica.

Outra forma de manutencdo foi em éleo mineral no qual os tubos com a massa
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micelial foram cobertos com 6 mL de agua destilada autoclavada e 4 mL de éleo

mineral a temperatura ambiente.

3.4 Selecao e identificacao dos microrganismos produtores de xilanases e
CMCases

Logo apdés o isolamento, os fungos filamentosos foram submetidos a
fermentagéo sélida com farelo de trigo durante 5 dias de crescimento a 30°C ou 40°C,
em estufa com 70% de umidade relativa. Assim foram selecionadas quatro cepas,
identificadas na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Centro de Ciéncias
Biolégicas — Departamento de Micologia. Assim, as trés cepas restantes foram
submetidas a fermentacdo submersa em 5 diferentes meios liquidos (Vogel, SR,
Adams, Khanna e Czapeck) para comparagao da produgao enzimatica e selecao de

apenas uma cepa.

3.5 Condicoes de cultivo

3.5.1 Fermentacao submersa (FSm)

Os conidios (3,0x10’ conidios /mL), obtidos a partir de culturas estoques, foram
raspados com algca de platina e suspensos em 12 mL de agua destilada estéril. Um
volume de 1 mL da suspenséo de conidios foi inoculado em frascos Erlenmeyer de
125 mL, contendo 25 mL de meio liquido e incubados a 30°C, por 120 horas, em
estufa bacteriolégica (ou conforme especificado em cada experimento). Os meios

testados e suas composicoes estdo descritos a seguir:

Meio Khanna (KHANNA et al., 1995)

Solugéo de sais de KNanNa [20X] ....cccoooiiuiiiiiieeaee et eeriie e aeeee s 5,0 mL

e E= (o Y0 [ [SXY=Te [0 = N

[Se]a1 (=0 [N ox=11 0 1] Lo NUTUTEEUR TR
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AQUA AESHIAAR GuS.P.erervvves e et e s e ettt enen e e eeeeneans 100 mL

Solucéo de sais de Khanna [20X]

NH4NO3 .......................................................................................................................... 2,0 g
KH2P04 .......................................................................................................................... 1,3 g
MQSO47HQO ............................................................................................................... 0,362 g
KT oo oo e e e oo e e e 0,098 g
ZnSO4.H20 .................................................................................................................. 0,007 g
MnSO4.HQO ............................................................................................................... 0,0138 g
Feg(SO4)3.6HQO ......................................................................................................... 0,0066 g
CUSOL5 HaOeeeeeeeeeeoeee e eeeseeeee e se s e eesssee e eese e 0,0062 g
AQUA dESHIAAA G.5.P. w.veveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeceete e et ee e eeen et enennenaneeeas 100 mL

Meio Adams (ADAMS, 1990)

EXIrato de 1eVEAUIa. ... 0,29
[ P OSSR 0,19
1Yo ST TR P LSRR 0,05¢g
FONLE & CArDONO. ... 19
AQUA AESHIAAA G.S.P vrveveeerereceeeeeeee e ee ettt enen st nen s 100mL

Meio SR (RIZZATTI et al., 2001)

SOIUGAO dE SIS SR [20X] ...eeeieieeeeee ettt e e e e e e e e e e as 5,0 mL
=T o (o] o = VPP PPPRPR 0,02¢
=1 (00 [ [=1VZ=To (U [ = 0,45¢
FONEE & CArDONO ... 1,09
AQUA dESHIAAA G.5.P. w.veveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeete e et ee s eeen et nen e aneeeas 100 mL

Solucéo de sais SR [20X]

MgSO47HQO ................................................................................................................. 0,24 g
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KH2P04 .......................................................................................................................... 0,3 g
NH4H2PO4 ...................................................................................................................... 1 ,0 g
AQUA dESHIAAA G.5.P. w.veveeereeeeeeieieeeeeeeeeeeceeee et er e s eeen et enen e aneeeas 100 mL

Meio Vogel (VOGEL, 1964).

SOIUGAO de SaiIS dE VOGEI [SOX] ..eeeeeeieiiiiiiiiiiiee ettt 2,0 mL
1] [0 oz= T Je (=N o] To] 110 = TP PP 20 puL
[T a1 (=30 [T 07T o Yo 1 [o 1N 1,09
AQUA AESHIAAR GuS.P-v-vvveeeieee ettt s ettt enenen et 100 mL

Solucao de sais de Vogel [50X]

Naz(CeHs507). 7THoO ..o 159
S P OSSR 259
N L L OSSPSR 10 g
1Yo 11 0 P LR 1,09
(7= 10 2] o PN 0,5¢
STo] [0 oz=To e [N (= Toto T T [N =1 =10 =T o (o SRR 0,5mL
@4 1o 0) {012 0] (o R 0,2 mL
AQUA dESHIAAA G.5.P. w.vrveeereceeeeeeeeeeeeeeeeeeceeee e et er e s eeen et enen e eneneeeas 100 mL

Solucdo de tracos de elementos

Y Te Lo X1 gle1o Y. 1O RSOOSR 59
pA 11O T4 - PO 59
LT L ) P ST @ ) PN o P LS 19
(O 1] @ T Y LTSRS 0,25¢g
Y= TSR 0,059
T @ I o P 0,05¢
I =T 1Y, o1 P2 o P O 0,05¢
(07 1o] £0] {1 1 14T T PP 1 mL
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AQUA AESHIAAR GuS.P. cvvevveeeeeeeee et e et nen et 100 mL

Solucéo de biotina

BIOTING ..t 0,005¢

[ =T a Lo IR 1 0 TR 100 mL

Meio Czapeck (WISEMAN, 1975).

I F=1 1 0,3¢g
S P USSR 0,1g
1Yo 11 0 P 0,05¢
O SRR SR 0,059
(SIS 1 O 4 = P L 0,001 g
[T a1 (=30 [N 071 o To] (o H U 1,09
AQUA dESHIAAA G.5.P. w.veveeereeeeeeeeieeeeeeeeeeeceeee e et ee e e en st enen e enaneeens 100 mL

3.5.2 Fermentacao em estado solido (FES)

Um volume de 1 mL de solucédo de conidios (descrito em 3.5.1) foi inoculado
em Erlenmeyer de 125 mL contendo 2 g de substrato (residuos agroindustriais), 3 mL
de agua destilada ou solugdo salina e 1 mL de inéculo suspenso em agua destilada
autoclavada. Os frascos foram incubados a 30°C por um periodo variavel, em estufa
bacteriologica com aproximadamente 70% de umidade relativa, controlada por

higrometro.

3.6 Contagem dos conidios em Camara de Neubauer
Primeiramente, obteve-se uma solugdo adicionando agua destilada asséptica
ao tubo de ensaio, solubilizando os conidios do fungo com o auxilio de um bastéo de

vidro. Depois se procederam as diluicbes necessarias para a contagem de conidios
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presentes na solucdo na Camara de Neubauer. Para os inéculos utilizou-se uma

solugéo com 3,0x107 conidios por mL.

3.7 Obtencao das preparacoes enzimaticas

3.7.1 Fermentacao Submersa
As culturas, apds crescimento nas condigbes padronizadas, foram filtradas a
vacuo com auxilio de um funil de Blchner e papel de filtro. Para os ensaios

enzimaticos extracelulares foi utilizado o filtrado.

3.7.2 Fermentacao em estado soélido

Apbés o periodo de incubagdo, adicionou-se aos frascos 30 mL de &gua
destilada fria. A mistura foi agitada a 100 rpm por 30 minutos, a 4°C para a extracao
das enzimas. As culturas foram inicialmente filtradas em gaze e, em seguida, filtradas
a vacuo em funil de Blchner, com auxilio de papel de filtro para a obtengdo de um
filtrado livre de células e de substrato. Para os ensaios enzimaticos extracelulares foi

utilizado o filtrado.

3.8 Dosagens enzimaticas

3.8.1 Xilanases e celulases (CMCase, FPase e Avicelase)

A atividade foi detectada pela formacdo de aguUcares redutores a partir de
xilana Birchwood (Sigma), CM-celulose fibrous form (Sigma), Avicel (Cellulose D,
Riedel-de Haén) ou papel de filtro Whatman n® 2 (KERSTERS-HILDERSON et al.,
1982), pelo método do &cido 37,5 -dinitrosalicilico, DNS (MILLER, 1959). A mistura da

reacdo foi composta de 0,2 mL de solucdo de substrato 1% (p/v) em tampéao
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Mcllvaine' para as xilanases ou tamp&o acetato de sédio 0,1M para as CMCases,
ambos em pH 5,0 (inicialmente) e 0,2 mL do extrato enzimatico. A reagao foi realizada
a 50-60°C e aliquotas de 0,1 mL foram retiradas em diferentes tempos e adicionadas a
0,1 mL de DNS. Para cada reagédo enzimatica foi determinado um branco (tempo
zero). Posteriormente, os tubos foram fervidos por 5 minutos e depois de resfriados, 1
mL de 4gua destilada foi adicionado. As leituras espectrofotométricas foram realizadas
a 540 nm, utilizando-se uma curva padrdo de xilose ou de glicose (1 mg/mL) para
xilanase e CMCases, respectivamente. A unidade de atividade (U/mL) foi definida
como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de agucar redutor por
minuto. A unidade enzimatica total (U total) foi definida como a U/mL multiplicado pelo
volume total obtido da fermentacao de cada Erlenmeyer e, a U/g, obtida na FES, é
referente ao valor da U total dividido pelo peso em gramas de substrato sélido utilizado

em cada Erlenmeyer para a fermentagao.

3.8.2 B-xilosidase, acetil-xilanoesterase, arabinofuranosidase, a-glucuronidase e

B-glucosidase

Para dosar a atividade destas enzimas utilizou-se o método descontinuo de
Kersters-Hilderson et al. (1982) sendo o p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (PNP-xil) para
a B-xilosidase, o p-nitrofenil-B-D-glicosideo (PNPG) para a B-glucosidase, p-nitrofenil-
acetato (PNP-acetato) para acetil-xilanoesterase, p-nitrofenil--D-arabinofuranosideo
(PNP-ara) para arabinofuranosidase, e 4-o-metil-D-glucurono-D-xilana para o-
glucuronidase, os substratos destas reacdes compostas de 0,05 mL de substrato
0,25% (p/v) em agua destilada, 0,2 mL de tampao Mcllvaine pH 5,0 e 0,15 mL do
extrato enzimatico. As reacdes foram realizadas a 50°C e aliquotas de 0,1 mL foram
retiradas em diferentes tempos e adicionadas a 1 mL de solugdo saturada de

tetraborato de s6dio. Para cada reacdo enzimatica foi determinado um branco como

' Tampao contendo mistura em adequadas proporgdes de acido citrico, 0,1M e Na,HPO,, 0,2M
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sendo o tempo zero de reagdo. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a
405 nm, utilizando-se uma reta padrao de p-nitrofenol nas concentracées de 0 a 0,6
umol/mL, cuja absortividade foi 2,94. A unidade de atividade (U/mL) foi definida como
a quantidade de enzima capaz de liberar um umol de p-nitrofenol por minuto.

Para acetil-xilanoesterase o ensaio foi continuo, realizado em
espectrofotdbmetro com banho termostatizado. O substrato sintético utilizado foi: p-
nitrofenil-acetato (PNP-acetato). A reacado foi composta de 0,1 mL de substrato 0,25%
(p/v) em agua destilada, 0,45 mL de tampao Mcllvaine pH 5,0 e 0,45 mL do extrato
enzimatico e incubada a 50°C. Vale ressaltar que a mistura de reacdo nao se

adicionou tetraborato de s6dio, uma vez que 0s ensaios eram continuos.

3.8.3 Dosagem de outras enzimas

A atividade de amilase e poligalacturonase (pectinase) foram detectadas pela
formacdo de acucares redutores a partir de amido e polipeptato de sédio 1% pelo
método do acido 3°,5 -dinitrosalicilico, DNS (MILLER, 1959). A atividade de protease,
tanase, lipase e fitase, foram dosadas segundo Wang e Hsu (2005), Sharma et al.
(2000), Pencreac’h e Baratti (1996) e Yin et al. (2007) utilizando como substratos

caseina, metil galato, p-nitrophenil palmitato e &cido fitico, respectivamente.

3.9 Dosagem de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi estimada pelo método de Lowry et al. (1951)
que utiliza albumina de soro bovino (BSA) como padrdo na concentracdo de 200
ug/mL. A unidade foi definida como mg de proteina total, ou seja, mg/mL de proteina

obtida multiplicado pelo volume final total da fermentacao.

37



Facchini, F'.D.A.

3.10 Padronizacao da producao enzimatica

3.10.1 Efeito da temperatura

A temperatura foi variada para verificar o crescimento do microrganismo em
placas de Petri e para a producdo nas fermentacdes sélida e submersa. Para o
crescimento em placas de Petri foi utilizado o meio sélido de Aveia em temperaturas
de 25°C a 50°C durante um periodo de 3 dias. Para ambas as fermentagdes o farelo
de trigo foi utilizado como substrato e a temperatura foi variada de 25°C a 45°C,
durante 3 dias sob 100 rpm de agitagdo para a FSm e, durante 5 dias para FES com

70% de umidade relativa.

3.10.2 Efeito da fonte de carbono

A variacao da fonte de carbono tanto da FSm quanto da FES procedeu em
duas etapas: primeiramente foram utilizados diferentes residuos agroindustriais
(bagago de cana, farelo de trigo, farelo de soja, sabugo de milho, milho moido, casca
de laranja, palha de arroz, palha de milho, serragem de eucalipto, silagem de Tifton
seco, tipos de grama fresca, e etc.) como fonte de carbono (2 g para FES e 1% para
FSm) para verificar a producdo enzimatica. Em seguida, as fontes que obtiveram os
melhores valores de atividade foram selecionadas e misturadas em diferentes
proporgoes (1:3, 2:2, e 3:1 g/g) para verificar a ocorréncia de algum aumento na
producdo enzimatica. Como controle foi considerada a fonte que indicou melhor

producao de xilanase e CMCases na primeira etapa.

3.10.3 Efeito da umidificacao com diferentes solucées salinas em FES
Aos 2 g de substrato foram acrescentados 4 mL de diferentes tipos de agua
(agua destilada, de torneira e miliQ) ou diferentes solugbes salinas (Khanna, SR e

Vogel) para verificar seu efeito sobre a producao enzimatica em FES.
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3.10.4 Efeito da fonte de nitrogénio

Tanto para a FSm quanto para a FES, foi variada a fonte de nitrogénio
utilizando fontes orgénicas (peptona, extrato de levedura e uréia) e inorganicas
(NH,SO3;, NH,Cl, NH4,SO,, etc.) para verificar a influéncia destas na producéo
enzimatica e no crescimento do fungo. Para a FSm, foram utilizados Erlenmeyers de
125 mL com 25 mL de meio liquido de cultivo SR previamente padronizado utilizando
como fonte de carbono xilana Birchwood ou CM-celulose, de forma a nao haver
interferéncias da fonte de carbono no experimento e, como fonte de nitrogénio, apenas
a que estava sendo testada. Os Erlenmeyers foram incubados a 30°C em condi¢des
estaticas. Para a FES foi verificada a influéncia da fonte de nitrogénio na auséncia dos

sais presentes na solugao salina utilizada para umidificar o meio de cultivo.

3.10.5 Planejamento fatorial para a FSm na producao enzimatica

Esse experimento foi realizado com o auxilio do Prof. Dr. Luis Alexandre Pedro
de Freitas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade
de Séo Paulo.

Foi testada a influéncia dos componentes peptona (X;), extrato de levedura (X»)
e fonte de carbono (X3), na sintese de xilanase e CMCases pelo fungo A. japonicus
em fermentagdo submersa utilizando o meio SR. Optou-se por um planejamento
fatorial 2° (trés fatores em dois niveis) composto por quatro pontos centrais (0), em um
total de 12 experimentos (Tabela 2), todos realizados em triplicata obtendo, dessa
forma, gréaficos de superficie de resposta. O planejamento foi realizado utilizando-se o

software Statistica 7.0.
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As variaveis independentes foram codificadas segundo as relagoes:

Xi=P—0,055
0,045

Xo=EL-0,5
0,3

Xs=FC-1,25
0,25

Sendo, P = concentracdo de peptona; EL = concentracdo de extrato de levedura; FC =

concentracao de fonte de carbono.

Tabela 2 - Planejamento fatorial 2°, com variaveis independentes codificadas.

N2 Experimentos EL P FC
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + - -
6 + - +
7 + + -
8 + + +
9 0 0 0

10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

A fermentacdo foi incubada a 30°C e 100 rpm por 72 horas. As amostras do
extrato bruto extracelular foram usadas para ensaios enzimaticos conforme descrito
anteriormente, no item 3.8.1. A equacao para o design experimental foi desenvolvida

apenas com os fatores com significancia maior que 5% (p<0,05).
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Os niveis utilizados para a codificagdo das variaveis independentes encontram-

se na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores reais das variaveis independentes codificadas.

X
1 0 1
P (0) 0,01 0055 0,1
EL (g) 0,2 0,5 0,8
FC (g) 10 125 15

3.10.6 Efeito do tempo de cultivo de A. japonicus na producao enzimatica

A variagédo do tempo de cultivo para a FES ocorreu durante 10 dias utilizando
as condi¢des padronizadas anteriormente, sendo que, a cada 24 horas as culturas
eram retiradas para dosagem das atividades das enzimas. Para a FSm foi verificado o
aumento da producdo enzimatica em duas condi¢des utilizando as padronizagdes de
cultivo determinadas nos experimentos anteriores: sob agitagdo, durante 6 dias e em
condicdes estaticas, durante 10 dias, sendo retiradas as culturas a cada 24 horas para

dosagem.

3.10.7 Concentracao do numero de conidios

A fim de verificar qual seria a melhor quantidade de conidios presente no
in6culo para o crescimento fungico em ambos os tipos de fermentagéo, cultivou-se o
fungo com as seguintes concentracdes: 10°, 5x10°, 3x107, 5x10° conidios/mL, de
inéculo devidamente contados em Camara de Neubauer, obtidas inicialmente de uma
concentracdo de 5x10° de conidios, da qual foram feitas diluicbes sucessivas até

obterem-se as concentragdes desejadas. O microrganismo foi cultivado nas condiges
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determinadas anteriormente para cada tipo de fermentacao, filtrado e dosadas as

atividades de xilanase e CMCases.

3.10.8 Efeito do pH na producao enzimatica

O pH inicial do meio de cultivo foi verificado a fim de se determinar o pH
adequado para a melhor producdo enzimatica. Assim, para FSm, em Erlenmeyers de
125 mL foram colocados 25 mL de meio de cultivo SR padronizado e o pH inicial foi
modificado variando-o de 3,0 a 8,0 em pHmetro. As culturas foram incubadas a 30°C
em condicoes estéticas. Para FES o pH foi variado de 4,0 a 8,0, ajustando-se a
solugédo salina adicionada. As culturas foram incubadas a 30°C com 70% de umidade

relativa.

3.10.9 Influéncia do Tween 80 na producao enzimatica

De forma a verificar se a presenca do surfactante Tween 80 aumentava a
atividade enzimatica em FSm, variou-se diferentes concentracoes deste entre 0 a 1%,
utilizando-se o meio SR previamente padronizado. As culturas foram incubadas a 30°C

sob condicdes estaticas.

3.11 Caracterizacao bioquimica dos extratos brutos obtidos
Para a caracterizagdo bioquimica foram avaliados alguns parametros dos
extratos brutos produzidos por Aspergillus japonicus como pH e temperatura 6timos de

reacao, estabilidade a temperatura e pH e interferéncia de ions.

3.11.1 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A temperatura 6tima de ensaio enzimatico foi realizada através da dosagem de

acucares redutores segundo método de DNS, variando de 30 a 80°C.
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3.11.2 Efeito da temperatura sobre a estabilidade enzimatica

Os extratos brutos obtidos foram incubados em diferentes temperaturas
variando de 30 a 70°C em diferentes tempos durante 1 hora e 24 horas de incubagao.
Manteve-se a enzima soluvel, livre de substrato e em banho termostético, nas
temperaturas e tempos pré-determinados para o processamento da reagdo. Apos o
periodo de incubagéo, as mesmas foram colocadas em banho de gelo e, em seguida,

efetuou-se a dosagem enzimatica.

3.11.3 Efeito do pH na atividade enzimatica

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi verificada solubilizando o
substrato (xilana Birchwood ou CM-celulose) em tampao Mcllvaine, composto por
acido citrico 0,1M e Na,HPO, 0,2M, e em tampdes de fosfato de sddio, Tris-HCI e
glicina em diferentes pHs, variado de 3,0 a 10,0. Posteriormente realizou-se a
dosagem enzimatica na temperatura 6tima previamente encontrada de acordo com o

método de aglcares redutores.

3.11.4 Efeito do pH sobre a estabilidade enzimatica

A estabilidade enzimatica foi analisada em diferentes pHs a 4°C, incubando-se
a enzima em tampao citrato-fosfato 100 mM (Mcllvane), ajustado em cada valor de pH
de 3,0 a 8,0, durante 2 e 24 horas de incubagdo. Em seguida, retirou-se 250 pL da
amostra e acrescentou-se 250 uL de xilana Birchwood ou CM-celulose para dosagem

enzimatica a 55 e 60°C para xilanase e CMCases, respectivamente.

3.11.5 Influéncia de compostos idnicos na atividade enzimatica

Com o intuito de avaliar quais compostos i6nicos influenciavam na atividade,
foram testados diferentes ions metalicos: Zn(NQO;). . 6H,O; NaCl, NH,ClI, BaCl,, MnCl,
. 4H,0, CoCl,, MgCl, . 6 H,O, AICI; . 6H,0, CuSO, . 5H,0, CaCl,, HgCl,, NaH,PO, .
H.O, KH,PO,4, NaBr, KCI e B-mercatoetanol. Inicialmente as enzimas foram dialisadas
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contra EDTA e agua destilada e, em seguida, determinada a atividade enzimatica na
presenca dos ions a 5 mM. Nesse experimento, a amostra controle foi aquela dosada

na auséncia dos compostos testados.

3.11.6 Variacao do substrato xilanolitico

Neste experimento foram variados substratos xilanoliticos utilizados na reacao
enzimatica. Os substratos testados foram: xilana Birchwood em tampao Mcllvaine e
em tampdao acetato, xilana Larchwood, xilana Oat Spelt, xilana Beechwood e xilana de

eucalipto. A reacao se procedeu como descrito no item 3.8.1.

3.11.7 Efeito do tempo de armazenamento dos extratos enzimaticos

As solucdes enzimaticas obtidas nos cultivos de A. japonicus em FES foram
congeladas em freezer a - 4°C. Ao longo de 1, 3 e 6 meses foram dosadas as
atividades (de acordo com o descrito em 3.8.1) de CMCase e xilanase presentes
nestes mesmos extratos e, como controle, foi utilizada a atividade enzimatica obtida

logo apds a extragado dos extratos brutos.

3.12 Estudos do potencial biotecnoldgico das enzimas na digestibilidade

de ruminantes

3.12.1 Citotoxicidade

Para que um produto de origem fungica seja de fato aplicado na industria de
racao é necessario que este ndo cause nenhum tipo de dano ao animal que vai ingeri-
lo, nem tampouco ao ser humano (consumidor final). Assim, para inicializar os estudos
biotecnoldgicos e complementar ainda mais este estudo sobre aplicagao das enzimas
produzidas por Aspergillus japonicus, determinou-se o potencial citotoxico do extrato

bruto.
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Os estudos de citotoxicidade foram realizados tratando-se linhagens de células
de CHO (chinese hamster ovary) com os extratos brutos produzidos por A. japonicus,
contendo as enzimas em estudo para aplicagdo em ruminantes. A etapa do trabalho
foi realizada em colaboragdo com a Prof?. Dra. Elza Tiemy Sakamoto Hojo e a
mestranda Giovana da Silva Leandro no Laboratério de Citogenética e Mutagénese da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Para a realizagdo deste experimento +10° células/frasco foram semeadas e
tratadas com o extrato bruto durante 1 e 24 horas. Ap6s o tratamento, as células
tratadas foram lavadas com solugéo salina de Hanks e desprendidas por tripsinizagao,
sendo transferidas para um microtubo, num volume de 1 a 2 mL de meio de cultura,
para posterior contagem. As células foram contadas em Camara de Neubauer e, para
0 ensaio, 300 dessas células foram semeadas em frasco de cultivo (25 cm?), sendo
estes realizados em triplicata. Como controles positivos foram semeadas células que
nao passaram pelo tratamento com o extrato fungico. As células CHO foram
incubadas por 7 dias, sendo os frascos observados diariamente com o auxilio de um
microscépio de luz com objetiva invertida.

Decorrido o periodo de cultivo, realizou-se a contagem das col6nias. Para a
realizacdo das contagens, todas as solucdes utilizadas (4gua destilada, PBS? e
tampao fosfato monobasico de sodio 0,005%) foram previamente aquecidas a 37°C. O
meio de cultura foi desprezado e as células lavadas com 5 mL de tampao PBS que,
posteriormente, foi descartado. As colénias foram coradas com 5 mL de corante
Giemsa diluido em tampao fosfato (1:20 v/v), respectivamente, durante 30 minutos.
Apoés a coloracao os frascos foram lavados com agua para a retirada do excesso de
corante. Foram consideradas na contagem aquelas colénias com mais de 50 células

(aumento 16X).

2 Composicao tampao PBS: 0,20 g de diidrogénio fosfato de potassio anidro, 1,20 g de hidrogénio fosfato
de sédio anidro, 8,0 g de cloreto de sbdio, 0,20 g de cloreto de potassio, agua deionizada g.s.p. 1 L.
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Para o célculo de determinacao das fracdes de sobrevivéncia (FS), considerou-

se 100% o numero de colénias contadas no grupo controle (+). Portanto:

FS = (n® de colbnias contadas em cada tratamento / n? de colénias observadas no

controle (+)) x 100.

3.12.2 Hidrdlise enzimatica de diferentes espécies de capim colhidos através de
pastejo simulado

A capacidade dos extratos enzimaticos de hidrolisar forrageiras que servem de
alimento para animais mantidos em pastagens foi avaliada. Foi utilizado um mix de
solugdo enzimatica bruta de CMCases e xilanase, ambas obtidas por FES como
previamente padronizado.

Para a hidrélise enzimatica foram coletadas diferentes espécies de capins
utilizadas na alimentagdo bovina e caprina na FCAV — UNESP em Jaboticabal, de
maneira a simular o pastejo destes ruminantes. Os capins testados foram: Tifton-85
(Cynodon sp.), Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e Tanzania (Panicum
maximum cv Tanzania). Apds a coleta, os capins foram lavados em agua corrente,
cortados em pequenos pedagos (0,5 x 1,0 cm), simulando a mastigacdo e, em
seguida, dialisados contra agua destilada por cerca de 6 horas para minimizar a
quantidade de agucares redutores na amostra.

O mix de extrato enzimatico utilizado também foi previamente dialisado contra
agua destilada “overnigh” e dosada a atividade enzimatica. Para a hidrélise, foram
utilizados diferentes volumes deste extrato sendo devidamente diluidos em tampao
fosfato pH 7,0 para obtencdo de um volume total de 8 mL. A concentragéo enzimatica
nessas solucées foram enumerados de 1, 2 e 3 contendo em cada uma 15, 10 e 5
U/mL de atividade de xilanase e 0,53, 0,32 e 0,19 U/mL de atividade de CMCase,

respectivamente. Posteriormente, foi adicionado a cada Erlenmeyer de 50 mL, 0,2 g
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de capim, 8 mL da solugcdo enzimatica e colocados em estufa a 40°C com leve
agitacao durante 4 horas, sendo que a cada 1h eram retiradas aliquotas para medir a
quantidade de agucares redutores liberado segundo método de DNS, obtidos em pM/g
de capim utilizado. Para controle foi utilizado o tempo zero em cada experimento e

também o capim em solugao tampao.

3.12.3 Analise bromatoldgica dos capins

A determinacdo da proteina bruta (PB) e nitrogénio total (N) foram realizados
de acordo com A.O.A.C., Association of Official Analitical Chemists (1999), a matéria
mineral (MM) segundo descrito por Silva (1990), enquanto que a determinagao de fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG), foi

realizada através do método sequiencial segundo Van Soest (1994).

3.12.4 Efeito da hidrélise enzimatica no capim seco e processado

Para estas analises foram utilizados silagem de milho (Zea mays L.) e ainda as
mesmas variedades de capim utilizadas no item 3.12.2. Estas amostras de capim
foram previamente secas, para retirada parcial da agua sem prejudicar a composi¢ao
da fibra, em estufa a 65°C, trituradas (1 mm) e utilizadas como substrato enziméatico.
Foram pesados 0,05 g de cada amostra e a concentragao de extrato bruto foi variada
em torno de 5, 10, 15 e 20 U/mL de xilanase e 0,3; 0,64; 0,92 e 1,18 U/mL de CMCase
devidamente diluidos em tampao Mcllvaine pH 4,0. A reagdo se deu a 60°C para
xilanase durante 10 minutos e a 55°C para a CMCase durante 15 minutos pelo método
de acucar redutor descrito em 3.8.1. O branco das amostras consistiu em 0,05 g de
capim e tampdo incubado nas mesmas condi¢des de reacao.

Posteriormente, com o intuito de avaliar o perfil de degradagdo enzimatica
destas amostras, foi realizada uma hidrélise das mesmas durante 150 min de reacao

utilizando a melhor concentragéo enzimatica testada anteriormente.
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3.12.5 Aplicacao das enzimas fibroliticas em ruminantes

Para avaliar o efeito do “pool” enzimatico na digestibilidade de alimentos em
ruminantes, foram realizados trés testes, sendo o primeiro uma avaliacao dos efeitos
da concentracdo do preparado de extrato bruto na digestibilidade in vitro dos
alimentos; o segundo correspondeu a uma segunda digestibilidade in vitro, porém,
avaliando-se a quantidade de gés liberada durante o experimento; enquanto que no
terceiro teste foi realizada uma avaliagdo do comportamento da enzima no fluido
ruminal em laborat6rio ap6s a coleta do fluido e em ambiente ruminal de caprinos,

adicionando diretamente o extrato no rimen.

3.12.5.1 Avaliacao da digestibilidade in vitro de diferentes volumosos na
presenca de enzimas fibroliticas

Para a avaliacao da melhor concentracdo de enzima, empregou-se o método
da digestibilidade in vitro que simula a digestdo dos nutrientes em ruminantes. As
quantidades de extrato bruto inoculados foram: 4, 8 e 16 mL e um controle sem adigéo
de enzima. Foram utilizados quatro tipos de alimentos: feno de Tifton-85 (Cynodon
sp.), cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), capim brachiaria (B. decumbens) e
silagem de milho (Zea mays L.). Este procedimento foi realizado em duas etapas
segundo metodologia descrita por Tilley e Terry (1963).

Primeiramente, ha uma fermentacédo anaerobia (introduziu-se CO, para manter
o0 meio de fermentacdo anaerébio) onde se adicionaram 5 mL de liquido ruminal, as
diferentes quantidades de enzima testadas, 40 mL de solugdo tampao (saliva artificial
McDougall ®) e 0,5 g dos volumosos analisados, mantidos a 39°C, pH 6,9 por 48 horas.
Frequentemente, no periodo de 48 horas desta primeira fase de digestao, as unidades

eram agitadas lentamente. Posteriormente, na segunda etapa do experimento,

* A solugdo tampdo de McDougall foi preparada em um litro de 4agua destilada contendo 9,8 g de
NaHCOs, 7g de NapHPO. . 7 H20, 0,57 g de KClI, 0,47 g de NaCl, 0,12 g de MgSO, . 7 H20, 0,04 g de
CaCl; e 0,2 a 0,8 g de uréia.
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promoveu-se a digestdo 4cida adicionando 2 mL de HCI 40% e 5 mL de solugéo
aquosa de pepsina a 4,0% (atividade 1:10.000) por 24 horas em BOD a 39°C,
simulando a digestdo acida que ocorre no estomago verdadeiro do ruminante. A
quantidade de matéria seca ou matéria organica dos alimentos foi medida inicialmente,
possibilitando a determinagdo da quantidade de forragem que desapareceu apds os
dois estagios, que foi considerada com tendo sido digerida. Depois de realizadas as
duas etapas, o residuo da digestao foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada
em cadinhos de Gooch.

O liquido ruminal utilizado nas andlises foi obtido de um bovino da raga Nelore,
macho, cirurgicamente fistulado no ramen. Assim que se procedeu a coleta, este
liquido foi transportado para o laboratério em garrafa térmica e filtrado em quatro
camadas de gaze, sendo a fragao obtida por esta filtracdo usada para os experimentos
de digestibilidade.

As analises estatisticas foram realizadas através do software SAS (2002) em
colaboracao com o Prof. Dr. Daniel Rume Casagrande da Universidade Federal do

Amazonas — ICSEZ (Instituto de Ciéncias Sociais, Educacao e Zootecnia).

3.12.5.2 Avaliacao da atividade enzimatica na degradacao in vitro através
da producéo de gas

Os volumosos analisados corresponderam a amostras de capim Brachiaria,
cana-de-agucar e feno de Tifton-85, empregando a técnica de producado de gas
descrita por Theodorou et al. (1994).

Os tratamentos foram avaliados em duas concentracdes diferentes de enzima:
4 e 8 mL, adicionados no momento da incubacao, sendo o controle ausente de extrato.

Para o processo de incubacdo e determinagdo da produgdo de gas foram
utilizados frascos de vidros com capacidade de 115 mL, contendo 30 mL de solugéo

de incubagdo com 30 mL de fluido ruminal tamponado, 0,2 g de amostra e 0, 4 ou 8
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mL de extrato enzimatico. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e as
amostras de liquido ruminal foram retiradas de bovinos canulados.

Foi preparada a solugdo de incubagao como descrito por Menke e Steingass
(1988), adicionada de liquido ruminal sendo realizada manualmente em cada frasco
mediante utilizagdo de seringa graduada. Os frascos com a solugao foram vedados
com rolhas de borracha (14 mm), lacrados com lacre de aluminio e mantidos em
banho termostatico a 39°C. O periodo de incubagao foi de 72 horas. As medidas de
pressao de gas foram feitas em 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 48, 52, 56, 60
e 72 horas por meio de leituras de pressao (Figura 12).

Os resultados foram corrigidos para o branco (garrafa contendo fluido ruminal
tamponado, sem a presenca de amostra) e para o padrao (feno de Tifton-85), as 24 e
48 horas de incubagao e, juntamente com os niveis dos componentes quimicos do
alimento (cinzas, proteina e extrato etéreo), foram utilizados para predizer o valor
energético e a digestibilidade in vitro da matéria organica das amostras incubadas. A
transformagcdo dos dados das leituras de pressdao (y) para volume (mL) foi feita
através da equacao descrita abaixo, obtida com leituras de pressao de diferentes
quantidades conhecidas de volume de gas nas garrafas (MOTA et al.,, 2005),

mantendo as mesmas condi¢des de temperatura da incubacao.

Equacao da transformagéo das leituras de presséo: Y = 5,9829X — 0,3635,

em que, Y é o volume de gas (mL) e X é a pressao (y).

A digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e nutrientes digestiveis
totais (NDT) foram calculadas utilizando as equacdes preconizadas por Menke e
Steingass (1988) sendo o NDT funcao da energia metabolizavel (EM):
EM: (MJ/kg MS) = 2,20 + (0,136*gas24) + (0,0057*PB) + (0,00029*EE)
NDT: (%) = [EM/4.184* 0.82* 4,409] *100

DIVMO: (%) = [14,88 + (0,889*g4s24) + (0,045*PB) + (0,065*MM)]*100
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Em que, gas 24 é a producao de gas in vitro em 24 horas de incubacao (ml/0,2g MS) e
os valores de proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM) sao
expressos em g/kg de MS.

Os resultados obtidos foram analisados através do software SAS (2002) por

meio do teste de Tukey em colaboragdo com o Prof. Dr. Daniel Casagrande.

PO

Figura 12 — Pressdo de gas sendo registrada em frascos experimentais vedados, lacrados e
incubados a 39°C com solugéo de incubacgao. Fotografia: F.D.A.Facchini.

3.12.5.3 Avaliacao da atividade da xilanase e CMCase no fluido ruminal

No rumen ha um fluxo constante de matéria, com intensa taxa de renovagao.
Dessa forma, foi necessario verificar se a atividade xilanasica e CMCasica persistia a
essas condigbes “adversas” dentro do rumen do animal e, portanto, foi muito
importante determinar se a xilanase e CMCase mantinham (ou ndo) suas atividades in
vivo.

Dessa forma, o fluido ruminal foi coletado de cabra da raga Saanen, fémea,
fistulada no rimen e com dieta a base de feno de milho, em seguida filtrado e levado
para o laboratério. Para os testes de avaliagdo da atividade enzimatica no fluido em

bancada, 1 mL do extrato enzimatico de A. japonicus foi adicionado a 1 mL do liquido
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ruminal e incubados em banho termostatico a 40°C. A atividade enzimatica foi dosada
como descrito em 3.8.1.

Testes in vivo também foram realizados utilizando quatro cabras, nas mesmas
condi¢des utilizadas no teste em bancada, (Figura 13 A). Adicionou-se diretamente no
rumen dos animais 15 mL de extrato enzimatico contendo atividade xilanasica de 19,2
U/mL e atividade CMCésica de 0,55 U/mL.

Neste experimento foram colhidas amostras de liquido ruminal (Figura 13 B),
de hora em hora, no periodo de 6 horas, para observacao dos niveis de atividade
enzimdtica presentes no fluido ruminal e verificar a estabilidade das enzimas no

ambiente ruminal.

(A) (B)

Figura 13 - (A) Cabras da raca Saanen, fémeas, fistuladas no rimen e com dieta a base de
feno de milho; (B) Coleta do fluido ruminal. Fotografia: F.D.A.Facchini.
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4. RESULTADOS
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Parte I: Prospeccdo, isolamento e

selecdo de fungos filamentosos
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4.1 Prospeccao de fungos filamentosos

4.1.1 Coleta e selecao dos microrganismos

Foram coletadas 17 amostras em diversas areas de pastagens (6 frascos em
Ubarana, 6 em Agua Vermelha e 5 em Jaboticabal) de diferentes fontes: estrume de
bovinos, solo, silagem, capim, etc. (Figura 14 A, B e C). As amostras foram levadas ao
laboratério para que os microrganismos presentes nestes materiais pudessem ser
cultivados. Conforme descrito em Material e Métodos o isolamento foi realizado em
duas temperaturas diferentes (30 e 40°C) com o objetivo de selecionar também fungos
termofilicos e/ou termotolerantes. Porém a maioria apresentou melhor crescimento a
30°C e aqueles crescidos a 40°C eram muito semelhantes entre si. No total, foram
isolados 27 fungos (Tabela 4 e Figura 15).

Apés o isolamento, todos os fungos isolados foram incubados nas duas
temperaturas 30 e 40°C para verificar seu crescimento e, posteriormente foram
colocados na presencga de luz para notar alguma mudancga de cor do micélio, devido a
pigmentacdo dos esporos. Notou-se apenas pequeno escurecimento na cor dos
esporos de algumas cepas. Em relagcdo a temperatura, todos os fungos cresceram a

30°C e apenas oito ndo se desenvolveram a 40°C (Tabela 5).
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(A)

©

Figura 14 - Amostras coletadas em diferentes localidades. Amostras coletadas em: (A) Agua
Vermelha (B) Ubarana (C) Jaboticabal. Fotografia: F.D.A.Facchini.

Figura 15 - Exemplos de fungos isolados em placas de Petri em meio de aveia. Fotografia:
F.D.A.Facchini.
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Tabela 4 — Fungos filamentosos isolados de coletas em diferentes areas de

pastagens.

Localizacao Fungos isolados a 30°C Fungos isolados a 40°C

Esterco 1 F.1
Esterco 1 F.3
Esterco 2 F.1
Esterco 2 F.2
1.6 CBoi
Agua Vermelha 1.7 Silagem
Pasto F.1
Pasto F.2
Pasto F.3
Matdec F.1
Matdec F.2
2.1 Curral
2.2 Curral 2.4 Curral
2.3 Curral
Ubarana 2.5 CCB
2.6 laranja

Esterco 1 F.2

2.7 Branco

3.4 Milho 3.1 Cana
FCAV-UNESP 3.5 BragH 1 3.2 Cana

3.6 BragSeco 3.3 Milho

3.8 TifH 3.7 BragH 2
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Tabela 5 - Caracteristicas dos fungos isolados quanto ao crescimento em relagdo a

temperatura.
Local Cepas Crescimento em relacao a
temperatura*
302C 40°C
Esterco 1 F.1 + =
Esterco 1 F.2 ++ + + 4+
Esterco 1 F.3 ++ + +
Esterco 2 F.1 +++ -
Esterco 2 F.2 + + + +
Agua Vermelha 1.6 CBoi + 4+ :
1.7 Silagem ++ -
Pasto F.1 ++ + + 4+
Pasto F.2 +++ + 4+
Pasto F.3 -+ -
Matdec F.1 h +
Matdec F.2 +++ SN
2.1 Curral ++ + + 4+
2.2 Curral ++ .
2.3 Curral +++ + 4+
Ubarana 2.4 Curral +++ + 4+
2.5CCB ++ ++
2.6 laranja +++ -
2.7 Branco +++ -
3.1 Cana ++ F++
3.2 Cana + + + 4+
3.3 Milho +++ + 4+
FCAV-UNESP 3.4 Milho ++ ++
3.5 BragH 1 ++ + + +
3.7 BragH 2 + 4+ + 4+
3.6 BragSeco + -
3.8 TifH ++ ++

* Observagéo visual: (-) ndo apresentou crescimento, (+) crescimento regular, (+ +) bom

crescimento, (+ + +) 6timo crescimento em meio de Aveia.
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4.1.2 Screening de fungos filamentosos

A selecao de microrganismos que produzissem niveis de enzimas xilanoliticas
e celuloliticas consideraveis constituiu-se em uma etapa importante deste trabalho.
Para tanto, foram realizadas duas etapas de isolamento: a primeira consistiu na
fermentagcdo em estado solido e dosagem enzimatica das enzimas xilanoliticas e
celuloliticas e, a segunda em fermentagdo submersa na qual se variou 0 meio de
cultivo.

Dos 27 fungos isolados, foram selecionados 15 para o screening em FES
(Tabela 6), pois estes apresentaram caracteristicas morfologicas distintas quanto a cor
dos esporos, producao de pigmentacao extracelular e aspecto micelial.

Analisando a Tabela 6, observou-se que os fungos nomeados 2.4 Curral e 2.3
Curral proporcionaram maior produtividade de xilanases (37,2 e 36,0 U/mL,
respectivamente), enquanto que o 2.1 Curral apresentou maior producdo de
endoglucanase (CMCase), com cerca de 2,12 U/mL. A produgcdo de FPase para os
fungos fermentados foi proxima de zero para a maioria, se destacando apenas 3.3
Milho e Pasto F.2 com atividade em torno de 0,9 U/mL. Atividade de avicelase n&o foi
detectada.

Desse modo, foi considerada para selegcdo dos melhores produtores destas
enzimas fibroliticas, a producao de xilanase e de CMCase, as quais foram detectadas
em 4 fungos: 2.1 Curral, 2.3 Curral, 2.4 Curral e 2.7 Branco, todas elas isoladas da
zona rural do municipio de Ubarana, local onde apresentou maior diversidade de
fungos. Em seguida, os espécimes foram identificados pela Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) como Aspergillus terreus Thom, Aspergillus japonicus Saito
Aspergillus flavus Link e Fusarium equiseti (Corda) Sacc., respectivamente. O
Aspergllus flavus por apresentar toxicidade conhecida (producdo de aflatoxina) foi

descartado.
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Tabela 6 - Dosagem das enzimas extracelulares e de proteinas produzida pelos
fungos isolados.

Cepa Xilanase CMCase FPase Proteinas Fermentacao*
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (mg/mL)

Esterco 1 F.2 16,71 1,85 0,21 1,46 +
Esterco 1 F.3 20,07 1,83 0,15 1,48 +++
Esterco 2 F.2 13,35 1,52 0,33 3,13 +++
Pasto F.1 29,17 0,71 0,00 1,93 +
Pasto F.2 11,00 1,89 1,01 1,95 +
Matdec F.2 1,92 0,94 0,32 1,69 +++
2.1 Curral 34,46 2,13 0,68 1,77 +++
2.3 Curral 36,03 1,86 0,76 1,78 +++
2.4 Curral 37,17 1,59 0,82 1,10 +++
2.5 CCB 9,57 1,64 0,97 1,81 ++
2.6 laranja 31,28 1,35 0,11 1,28 +++
2.7 Branco 32,89 0,70 0,00 2,67 + +
3.2 Cana 13,92 0,97 0,00 2,25 ++
3.3 Milho 10,32 1,86 1,03 1,36 +
3.7 BragH 2 7,25 1,58 0,52 2,87 ++

* Observacao visual: (+) crescimento razoavel, (+ +) bom crescimento, (+ + +) 6timo
crescimento. Microrganismos cultivados em FES (farelo de trigo) durante 72h, a 30°C, com

70% de umidade relativa.

Contudo, para selecionar o melhor produtor dentre os trés selecionados, foi
realizada uma fermentagcdo submersa em diferentes meios liquidos: Vogel, Czapeck,
SR, Adams e Khanna, como descrito em 3.5.1.

Foram utilizados como fonte de carbono CM-celulose e papel de filtro Whatman
n°. 2 para a producado de CMCases, entretanto nao foi detectada atividade significativa
nos extratos obtidos (ndo houve bom crescimento dos fungos). Para xilanase, foi

utilizada xilana Birchwood (Tabela 7).
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Tabela 7 - Producdo de xilanase por FSm em diferentes meios de cultivo para os

fungos selecionados.

Microrganismo Meio liquido Fr:]c;tfgt':; X(ilIJa/nmal:e,)e
Vogel 40,88 22,39
Czapeck 7,28 5,49
A. japonicus Khanna 4,95 28,13
Adams 5,76 5,30
SR 22,28 29,05
Vogel 52,03 11,15
Czapeck 7,45 7,10
A. terreus Khanna 5,19 26,10
Adams 9,87 4,60
SR 20,34 24,03
Vogel 48,04 10,56
Czapeck 6,94 0,00
F. equideci Khanna 8,11 2,90
Adams 31,83 6,85
SR 22,65 16,62

A fermentagdo foi realizada utilizando xilana Birchwood sob 100 rpm de agitacdo, a 30°C,

durante 72 horas. Em negrito estédo indicadas as melhores atividades em U/mL obtidas.

Os resultados da Tabela 7 indicaram que o A. japonicus e o A. terreus foram os
melhores produtores de xilanase em meio liquido que o F. equideci sendo, portanto, o
alvo de estudos posteriores.

Em vista do decorrido, 0 A. japonicus foi estabelecido como melhor produtor de
xilanases, sendo o meio SR ideal para a producao enzimatica. Este fungo foi também
um dos melhores produtores de xilanase e celulase (CMCase) em fermentagao solida,
além de nao constar na literatura grande producéao de toxinas por este (como consta
para o A. terreus) nem de aplicacées de suas enzimas em ragao animal, como é o
propésito deste estudo. Desse modo, o fungo filamentoso Aspergillus japonicus foi

escolhido para dar continuidade aos trabalhos.
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Seguiram-se os trabalhos de otimizacdo das condigdes de cultivo do fungo
selecionado nesta etapa do trabalho para aumentar a producao de xilanase e CMCase
tanto em FES quanto em FSm, de modo que a producdo destas enzimas seja

maximizada para posterior aplicagdo em nutrigdo de ruminantes.
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Parte II: Otimizacdo das
condigoes de cultivo para
producdo de xilanases e CMCases
em fermentacdo solida e

submersa
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4.2 Efeito da temperatura no cultivo de Aspergillus japonicus

Com o objetivo de verificar qual a melhor temperatura de crescimento do A.
japonicus, esta foi variada de 25°C a 50°C para o crescimento em placas com meio
solido PDA (potato dextrose agar), durante 3 dias, e de 25°C a 45°C para a
fermentacgéao sélida (5 dias) e liquida (3 dias em agitacdo a 100 rpm) (Figuras 16 e 17).

Observa-se que na Figura 16, A. japonicus teve um 6timo crescimento a 30°C
em relacdo as demais temperaturas, apresentando dificuldade de crescimento a partir
de 40°C e nenhum a 50°C.

Quanto a produgdo enzimatica, a melhor temperatura encontrada foi 30°C,
apresentando atividade xilanolitica de 62,5% e 30% maior que a 40°C, para FES e
FSm, respectivamente (Figuras 17 A e B). Da mesma forma, a produtividade
celulasica obteve niveis mais elevados em FES a 30°C, concordando assim com o
valor obtido para a xilanase. Foi verificado (visualmente e por meio do resultado
encontrado para as proteinas totais) um melhor crescimento também a 30°C em
ambas as fermentacbes sendo que, apds esta temperatura, ndo foi observado bom
desenvolvimento do fungo. A 45°C percebeu-se crescimento fungico, porém nao
houve boa producdo de enzimas em ambos os tipos de fermentagdo. Contudo, esta
linhagem pode ser considerada mesofilica segundo COONEY e EMERSON (1964),
sendo que suas enzimas extracelulares podem ser termotolerantes, o que sera

confirmado na etapa de caracterizacao.
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Figura 16 - Crescimento do Aspergillus japonicus em placas de Petri em meio de PDA em
diferentes temperaturas. Fotografia: F.D.A.Facchini.
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Figura 17 — Representacao grafica em colunas da variagdo da temperatura de cultivo (A) em
fermentacdo solida utilizando farelo de trigo como substrato durante 5 dias (B) em
fermentacdo submersa, em meio SR, durante 3 dias em agita¢do. Colunas: lll: xilanase; BN :
CMCase e [ : proteinas totais. As atividades de CMCases e de xilanase estdo indicadas em
U totais e a proteina em mg totais.
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4.3 Padronizacao das condi¢coes de cultivo para producao enzimatica em

fermentacao em estado sélido (FES)

4.3.1 Avaliacao de diferentes fontes de carbono

Com o objetivo de avaliar a influéncia da fonte de carbono sobre a produgao
das enzimas, foram realizadas dosagens enzimaticas nos extratos extracelulares
provenientes de cultivos com diferentes fontes de carbono. A temperatura de
incubacao foi de 30°C conforme previamente definido para a producdo das duas
enzimas em questdo. Dentre os residuos agricolas e gramineas testados tém-se:
farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de cana, palha de milho, palha de arroz, sabugo
de milho, milho moido, tifton-85 (capim fresco), Brachiaria sp. (gramineas alta e baixa),
serragem de eucalipto, casca de laranja e silagem de feno tanto para verificar a

producédo de xilanase quanto para a de CMCases. (Tabela 8).

Tabela 8 — Selecdo da melhor fonte de carbono para a producdo de xilanase e

CMCase extracelular em FES.

Substrato Xilanase (U/g) CMCase (U/g) Proteina (mg total)
Bagaco de cana 101,77 £ 0,32 13,25 + 0,03 9,68
Farelo de soja 224,62 + 1,38 8,84 + 0,02 77,57
Farelo de trigo 155,50 + 0,30 19,38 £ 0,16 49,19
Tifton-85 147,05 + 0,94 12,54 £ 0,10 11,88
Silagem de feno 96,92 + 1,35 10,61 £ 0,15 15,27
Brachiaria sp. alta 87,44 + 1,38 10,07 + 0,05 26,20
Brachiaria sp. baixa 106,15+ 0,73 11,13 £ 0,01 17,28
Milho moido 101,23 + 0,89 7,74 £ 0,04 13,38
Sabugo de milho 112,82 £ 0,84 7,26 £ 0,04 14,83
Palha de arroz 92,31 + 0,67 1,00 £ 0,02 1,65
Palha de milho 8,62 + 0,01 1,02 £ 0,06 22,42
Casca de laranja 31,59 £ 0,17 2,23 £ 0,00 5,97
Serragem de eucalipto 26,51 £ 0,22 4,76 £ 0,23 38,33

Microrganismo cultivado a 30°C, por 5 dias com umidade relativa de 70%.
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A Tabela 8 mostra a atividade de CMCases e xilanase produzidas por A.
japonicus em U/g (U totais dividida pela quantidade de substrato sélido utilizado na
FES). Observa-se uma maior produgao de xilanases em farelo de soja, que chegou a
ser aproximadamente 30% maior quando comparada com a segunda melhor fonte de
carbono testada, o farelo de trigo. Porém, as celulases foram melhores secretadas em
meio com farelo de trigo, seguido de bagaco de cana e Tifton-85.

Em todos os substratos testados, exceto em palha de arroz, o fungo
apresentou bom crescimento, o que torna dificil de inferir apenas pela dosagem de
proteinas totais, uma vez que as fontes de carbono utilizadas séo ricas em proteinas
e, estas acabam interferindo no método de dosagem. Contudo, pode-se observar que
o A. japonicus apresentou excelente crescimento tanto em farelo de soja quanto em
farelo de trigo, tanto por observagdo macroscépica quanto pela dosagem de proteinas
totais. J& em relag@o ao substrato palha de arroz e casca de laranja o microrganismo
em estudo apresentou um baixo crescimento.

Para aumentar a producdo enzimdtica, foi verificado se a mistura entre as
melhores fontes de carbono testadas anteriormente acarretaria em um aumento dos
niveis de produgdo enzimatica. Dessa forma, fez-se a mistura entre as fontes de
carbono que apresentaram melhores resultados para cada uma das enzimas, sendo
elas: farelo de soja (controle), farelo de trigo, bagaco de cana e sabugo de milho, para
verificar a produgao de xilanase, e farelo de trigo (controle), bagago de cana e tifton-85
para a producdo de CMCases, em diferentes proporgcdes (1:3, 2:2, 3:1). Para este
experimento, as culturas foram incubadas a 30°C, durante 5 dias, em estufa com

umidade relativa de 70% (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9 - Efeito da mistura entre fontes de carbono na producéo de xilanase.

Fonte de carbono Proporcao (g/g) Xilanase (U/g) Proteina (mg totais)

FS Controle 372,00 £ 1,13 37,0
(1:3) 299,65 + 0,22 45,8

FS + FT (2:2) 313,24 + 2,24 50,3
(3:1) 271,28 £ 0,34 54,4

(1:3) 403,77 £ 0,25 38,5

FS + SM (2:2) 234,00 + 0,39 38,3
(3:1) 260,71 £ 0,01 67,2

(1:3) 375,38 + 0,59 62,5

FS + BC (2:2) 349,74 + 1,03 50,0
(3:1) 280,38 + 0,37 38,0

FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; BC: bagago de cana; SM: sabugo de milho.
Microrganismo cultivado em estado sélido composto por fonte de carbono e agua destilada.
Incubacgéo a 30°C durante 5 dias, U. R. 70%.

Tabela 10 - Efeito da mistura entre fontes de carbono na producao de CMCases.

Fonte de carbono Proporcao (g/g) CMCases (U/g) Proteina (mg totais)

FT Controle 24,29 + 0,03 79,29
(1:3) 23,21 0,03 94,29

FT + BC (2:2) 20,54 + 0,05 69,29
(3:1) 24,64 +0,13 90,71

(1:3) 16,43 £ 0,07 53,57

FT+T (2:2) 21,25 + 0,05 43,57
(3:1) 20,89 + 0,02 48,57

FT: farelo de trigo; BC: bagago de cana; T: tifton-85. Microrganismo cultivado em meio sélido

composto por fonte de carbono e agua destilada. Incubagao a 30°C durante 5 dias, U. R. 70%.

Niveis enzimaticos maiores que o controle foram observados nas culturas
compostas por farelo de soja e sabugo de milho nas propor¢des de 1:3 para as
xilanases (Tabela 9), e farelo de trigo com bagaco de cana nas proporgdes de 3:1,
para as CMCases (Tabela 10), sendo que nesta ultima, a diferenca entre o controle e
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a mistura nao foi tdo pronunciada, obtendo atividade com cerca de apenas 7% maior
para a xilanase e 1% para a CMCases. Contudo, estas misturas foram padronizadas

para os experimentos posteriores.

4.3.2 Efeito de diferentes solucoes salinas na producao enzimatica

Nesse experimento, foram adicionados a 2 g de fonte de carbono, 1 mL de
in6culo e 3 mL de diferentes solugbes de sais e qualidade de agua: SR, Vogel e
Khanna (descritos em Material e Métodos) e agua mili-Q, agua destilada e agua de
torneira, a fim de aumentar a produtividade enzimatica, utilizando a agua destilada
como controle. As culturas foram incubadas a 30°C, por 5 dias com 70% de umidade

relativa. O resultado encontra-se na Tabela 11.

Tabela 11- Variacao do tipo de solugcédo na FES para produgédo enziméatica.

Liquido Xilanase (U/g) CMCase (U/g) Proteina (mg total)
Agua destilada 313,92 + 0,43 11,64 £ 0,01 41,56
Agua de torneira 292,50 +1,72 6,59 £ 0,13 72,82
Agua mili-Q 302,40 + 0,32 13,13 £ 0,04 43,50
Sais Khanna 413,81 + 4,45 14,48 + 0,03 57,63
Sais Vogel 123,84 + 1,99 13,63 £ 0,03 61,65
Sais SR 303,75 £ 3,63 14,75 + 0,05 66,01

Microrganismo cultivado em estado sélido composto por farelo de soja e sabugo de milho e
farelo de trigo e bagago de cana, para xilanas e CMCase, respectivamente. Incubados a 30°C
durante 5 dias, U. R. 70%.

O melhor resultado obtido foi ao utilizar sais Khanna para a xilanase e sais SR
para a CMCases, obtendo um aumento na producao de 24% para xilanase e de 21%
para a CMCases em relagao ao controle (dgua destilada), assim foram utilizados para

dar continuidade aos experimentos.
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4.3.3 Efeito da fonte de nitrogénio na producao enzimatica

A fonte de nitrogénio assim como a de carbono influencia tanto no crescimento
como na producdo enzimatica. Com a finalidade de determinar a melhor fonte de
nitrogénio para a producao das enzimas, foi testada a suplementacdo do meio sélido
com aqueles residuos agroindustriais definidos anteriormente e com diferentes fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio: sulfato de aménio, cloreto de aménio, carbonato
de aménio, fosfato de ambnio monobésico, acetato de aménio, nitrato de amédnio,
uréia, peptona e extrato de levedura. Aos 2 g de fonte de carbono foram
acrescentados 3 mL de agua destilada estéril com 0,25% de fonte de nitrogénio e mais
1 mL de solugao de esporos de A. japonicus. As culturas foram incubadas a 30°C, em
estufa com 70% de umidade por 5 dias. Para o controle foi utilizado apenas fonte de
carbono e agua destilada, sem adicao de fonte de nitrogénio. A Tabela 12 demonstra o
resultado obtido para as atividades em U/g de xilanase e CMCases e em mg totais de

proteina, respectivamente.

Tabela 12 — Efeito de compostos nitrogenados na producao enzimatica em FES

Xilanase CMCase
Compostos nitrogenados U/g mg proteina U/g mg proteina
Sulfato de amdnio 218,08 £ 0,33 57,60 13,65 + 0,42 27,71
Cloreto de amdnio 219,23 £ 0,11 58,30 19,04 + 0,05 28,30
Carbonato de amoénio 156,92 £ 0,33 56,60 0,00 26,36
Fosfato de aménio
monobasico 240,00 £ 0,76 55,10 12,50 £ 0,24 25,10
Acetato de aménio 244,62 + 0,11 50,00 5,00 £ 0,11 40,13
Nitrato de amdnio 217,50 £ 0,38 42,00 11,92+ 0,18 31,99
Uréia 255,00 £ 0,22 70,70 16,35 + 0,24 60,79
Peptona 255,58 £ 1,47 82,80 28,85 + 0,22 72,88
Extrato de levedura 246,92 + 1,31 77,50 24,42 + 0,09 57,51
Controle 228,46 + 0,11 70,30 22,31 £ 0,11 54,07

Microrganismo cultivado em estado sélido composto por farelo de soja e sabugo de milho e
farelo de trigo e bagaco de cana, para xilanase e CMCase, respectivamente. Incubados a 30°C
durante 5 dias, U. R. 70%.
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Observou-se um aumento na atividade de xilanase nos meios com uréia,
extrato de levedura, peptona, fosfato de amoénio e acetato de aménio em relagao ao
controle. A quantidade de proteina total ndo teve grande variagdo, exceto para o
extrato de levedura e peptona. Ja para a CMCases, observa-se um aumento da
atividade apenas para a peptona e extrato de levedura e, ainda, verifica-se um maior
crescimento para as fontes organicas em relagdo ao controle. Com a adicdo de
carbonato de amdnio, ndo foi observada producéo enzimdtica, talvez por alterar o pH
do meio de 6,0 para 8,5 (verificado atrvés de pHmetro antes e apds o cultivo).

A peptona adicionada aos sais Khanna e SR no cultivo do fungo, aumentou em

cerca de 5% a produgao, sendo utilizada como adicional nos préximos experimentos.

4.3.4 Determinacao do tempo de cultivo

Os experimentos anteriores padronizaram os componentes do meio de cultivo
em fermentacdo em estado sélido adequados a producdo enzimatica pelo fungo
Aspergillus japonicus e, nesta etapa do trabalho, o objetivo foi verificar se o tempo de
incubacéao do cultivo que vinha sendo utilizado (5 dias) era 0 mais apropriado.

Os meios foram incubados a 30°C, por um periodo de 2 a 10 dias, em estufa
com umidade relativa ao redor de 70%, utilizando as fontes de carbono e nitrogénio
previamente padronizadas, ou seja, para a xilanase foi utilizado farelo de soja e
sabugo de milho (1:3 g/g) com sais Khanna adicionado de 0,25% de peptona; e para a
CMCases foi utilizado farelo de trigo e bagaco de cana (3:1 g/g), com sais SR
adicionado de 0,25% de peptona. O resultado esta ilustrado nas Figuras 18 A e B.

Niveis significantes de produg¢édo foram maiores em 3 dias para as xilanases e 6

dias para as CMCases.
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Atividade xilanasica (U/g)
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Figura 18 - Efeito do tempo de cultivo para o fungo A. japonicus sobre a producao de (A)

xilanase e (B) CMCases extracelulares e sobre seus respectivos crescimentos.

4.3.5 Efeito da concentracao de indculo sobre a producao enzimatica e sobre o

A quantidade de inéculo também foi variada de forma a avaliar seu efeito na

producdo enzimatica. Assim, foi acrescentado a cultura sélida 1 mL de indculo,
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variando a concentragdo de conidios de 10° a 10° conidios/mL. As culturas foram
incubadas a 30°C, em estufa com umidade relativa de 70% durante o tempo
previamente determinado para cada enzima. O resultado esta ilustrado nas Figuras 19
AeB.

A concentracéo de 10’ conidios/mL foi a melhor obtida dentre as analisadas.
Foi verificada maior producdo de ambas as enzimas conforme aumentou a
concentracdo de conidios, semelhante ao observado para o crescimento medido

através das proteinas totais.
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Figura 19 - Efeito da concentracdo de conidios obtidas em conidios/mL. Concentragao

referente a produgao de (A) xilanase e (B) CMCase em U/g.

4.3.6 Influéncia do pH inicial na producao enzimatica em FES

Neste experimento verificou-se a influéncia do pH inicial na produgédo das
enzimas alterando-se o pH da solugéo salina adicionada ao meio. De acordo com a
Figura 20, podemos concluir que o melhor pH inicial para a produgédo de xilanase foi
de 6,0 e para producao de CMCase foi de 7,0. O pH final do extrato enziméatico obtido

ficou em torno de 6,5 em todas as culturas.
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Figura 20 - Efeito do pH inicial na producéo enzimatica em FES de xilanase e CMCase por A.
japonicus. Colunas:Hl: xilanase e [1:CMCase.

4.4 Padronizacao das condi¢coes de cultivo para producao enzimatica em

fermentacao submersa (FSm)

4.4.1 Avaliacao de diferentes fontes de carbono

Para avaliar a influéncia da fonte de carbono sobre a produgdo das enzimas
foram realizadas dosagens enzimaticas nos extratos extracelulares provenientes de
cultivos com diferentes fontes de carbono (as mesmas utilizadas na FES, incluindo
glicose, xilana, farinha de aveia, algodao, papel filtro e fibra de trigo) em meio liquido
SR com 1 mL de inéculo (3,0x10’ conidios/ml). A temperatura de incubagao foi de
30°C, sob 100 rpm de agitacéo, durante 3 dias.

Através da Tabela 13, observa-se uma maior producéo de xilanases em farelo
de soja e sabugo de milho (dentre os residuos agricolas) e em xilana Birchwood que

obtiveram niveis de atividades cerca de 3 vezes maiores em relagdo a glicose. A
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dosagem de proteinas mostrou maiores valores para serragem de eucalipto, farinha de
aveia, xilana e glicose.

A produgéao das CMCases foi mais expressiva em farelo de trigo e sabugo de
milho, as quais apresentaram valores cerca de 9 e 8 vezes maiores, respectivamente
quando comprados a glicose e, estas foram acompanhadas pelo crescimento, obtendo
valores de proteina também maiores para estes residuos. O meio sem adicao de fonte
de carbono, como se esperava, nao apresentou atividade enzimatica, todavia pode-se
observar crescimento fungico devido aos nutrientes presentes no meio SR.

Da mesma forma que para a FES foram utilizadas misturas entre as melhores
fontes de carbono testadas em FSm. Assim, para a padronizagdo do meio de cultivo
de xilanases foram utilizados farelo de soja, farelo de trigo, sabugo de milho e bagaco
de cana e, para a CMCases, foram utilizados farelo de trigo, sabugo de milho,
serragem de eucalipto e bagacgo de cana.

Analisando a Tabela 14, observou-se que niveis enzimaticos maiores, na
producdo de xilanase, foram encontrados em culturas compostas por farelo de soja e
sabugo de milho na proporcéo 1:3 e farelo de soja e bagaco de cana também na
proporcao 1:3, ambos sendo aproximadamente duas vezes maiores que o controle. E
para as CMCases (Tabela 15), as misturas entre farelo de trigo e bagaco de cana e
entre farelo de trigo e serragem de eucalipto, nas proporc¢does de 3:1, foram 10,7 e 11%
maiores que o controle, respectivamente.

Portanto, devido ao aumento notavel nas producbes enzimaticas, foram
adotadas as seguintes misturas de fontes de carbono: farelo de soja com sabugo de
milho (1:3 g/g) para producao de xilanase e, farelo de trigo com bagaco de cana (3:1
g/g) para de CMCase. Este resultado concorda com os dados obtidos para FES, nas
quais foram utilizadas as mesmas misturas de fontes de carbono nas mesmas

proporgdes.
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Tabela 13 - Selecdo da melhor fonte de carbono para a produgédo de xilanase e

CMCase extracelular em fermentacédo submersa.

Xilanase CMCase Proteinas

Residuo (U total) (U total) (mg total)
Bagaco de cana 266,36 + 4,191 13,00 £ 0,02 24,43
Farelo de soja 369,62 + 3,536 9,41 £ 0,02 35,03
Farelo de trigo 185,77 + 0,329 17,08 £ 0,02 36,55
Fibra de trigo 159,23 £ 0,111 9,20 + 0,04 31,19
Tifton-85 163,69 + 0,369 7,35 + 0,02 14,43
Silagem de feno 263,08 + 0,800 10,76 £ 0,03 32,55
Brachiaria sp. alta 254,87 + 0,886 10,21 £ 0,02 11,71
Brachiaria sp. baixa 215,00 + 1,024 7,54 +£0,04 25,21
Sabugo de milho 364,31 £ 0,346 14,76 + 0,04 15,33
Palha de arroz 123,54 + 0,623 7,37 £ 0,04 21,93
Palha de milho 121,54 + 1,910 6,34 + 0,09 32,41

Serragem de
sucalipto 122,05 + 3,643 14,06 + 0,01 62,81
Algodao 35,54 + 0,295 1,57 £ 0,02 43,56
Papel filtro 242,05 £ 0,113 5,48 £ 0,02 44 .84
Glicose 142,15+ 0,114 1,77 £0,10 65,42
Xilana Birchwood 357,74 + 0,911 - 68,62
CM-celulose - 8,95 + 0,05 20,59
Avicel - 4,98 + 0,03 17,49
CM-celulose + Papel

filtro (1:1) - 10,52 + 0,03 17,22
Sem adicao de fonte 0,00 0,00 12,76

(-) Nao foi verificada produgéo enzimatica.

Microrganismo cultivado em meio SR, incubados a 30°C durante 3 dias sob 100 rpm de

agitacao.
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Tabela 14 - Efeito da mistura entre fontes de carbono na producao de xilanase em

fermentagao submersa.

Mistura Proporcao (g/g) Xilanase (U total) Proteinas (mg total)
FS Controle 232,9+29 50,2
(1:3) 383,9 £ 0,25 66,1
FS+FT (2:2) 197,0 £ 0,36 58,1
(3:1) 190,4 + 0,77 39,4
(1:3) 457,7 + 0,31 45,7
FS + SM (2:2) 174,3 + 2,56 41,5
(3:1) 251,1+9,2 45,2
(1:3) 435,0 £ 1,66 60,6
FS + BC (2:2) 342,3 + 1,54 55,9
(3:1) 392,3 + 7,40 54,7

FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; BC: bagago de cana; SM: sabugo de milho. Incubacéo a

30°C durante 3 dias, sob 100 rpm de agitagéao.

Tabela 15 - Efeito da mistura entre fontes de carbono na producdo de CMCases em

fermentacido submersa.

Mistura Proporcéao (g/g) CMCases (U total) Proteinas (mg total)

FT Controle 17,9 £ 0,042 50,2
(1:3) 11,8 + 0,034 39,4

FT + SM (2:2) 14,5 + 0,051 58,2
(3:1) 11,2 + 0,009 66,1

(1:3) 11,6 £ 0,076 452

FT + SE 22) 11,8 £ 0,017 41,5
(3:1) 19,2 + 0,084 45,7

(1:3) 17,4 £ 0,042 54,8

FT + BC (2:2) 17,1+ 0,025 55,9
(3:1) 20,0 £ 0,017 60,6

FT: farelo de trigo; SE: serragem de eucalipto; BC: bagaco de cana; SM: sabugo de milho.

Incubacgéo a 30°C durante 3 dias, sob 100 rpm de agitagao.
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4.4.2 Efeito da fonte de nitrogénio na producao enzimatica

Com a finalidade de determinar a melhor fonte de nitrogénio para a produgao
das enzimas em FSm, foram testadas diferentes fontes organicas e inorganicas de
nitrogénio no meio liquido SR, porém as fontes originais de nitrogénio presentes nesse
meio como peptona, extrato de levedura e fosfato de amo6nio monobasico, foram
substituidas por apenas uma delas, na mesma concentragdo da original (£ 0,5%) e,
como fonte de carbono, foram utilizadas xilana Birchwood e CM-celulose, de modo
que estas nao interferissem com fonte de nitrogénio extra, como é o caso dos residuos
agricolas. O meio SR original descrito em Material e Métodos foi utilizado como
controle.

O fungo A. japonicus em estudo ndo apresentou consideravel crescimento em
meio utilizando CM-celulose como fonte de carbono. Assim, nado foi possivel
determinar a melhor fonte de nitrogénio para a CMCases. Contudo, o resultado para a

xilanase esta ilustrado na Tabela 16.

Tabela 16 — Efeito de compostos nitrogenados na producao de xilanase em FSm.

Proteinas

Compostos nitrogenados Xilanase (U total) (mg total)
Sulfato de aménio 74,48 + 0,20 6,19
Cloreto de aménio 106,24 £ 0,13 8,55
Carbonato de aménio 63,52 + 0,40 3,17

Fosfato de aménio

T onobaSICo 221,24 £1,14 6,19
Acetato de amobnio 171,95 £ 0,81 9,46
Nitrato de amdnio 168,67 £ 1,21 15,79
Uréia 131,43 £ 1,82 5,52
Peptona 246,43 + 0,74 23,69
Extrato de levedura 217,95 + 0,27 20,92
Controle 219,05 +£ 0,86 14,61

Microrganismo cultivado a 30°C, por 72h, a 100 rpm.
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De acordo com os resultados da Tabela 16, para a maioria das fontes de
nitrogénio o A. japonicus apresentou bom crescimento. Observou-se um aumento na
producao de xilanase utilizando peptona e fosfato de aménio, os quais apresentaram
valores maiores de atividade em relagcao ao controle. Os compostos nitrogenados que
obtiveram melhores resultados na produgao enzimatica compéem o meio liquido SR,
utilizado previamente para os estudos e, por conseguinte, estes compostos podem ser
continuamente usados para produg¢do no meio SR.

Portanto, como os resultados aumentaram a producdo em apenas 1,12 vezes
comparados ao controle, foi interessante verificar se diferentes concentragcoes destes
compostos (extrato de levedura e peptona) concomitantemente a diferentes
concentracdes da mistura de fonte de carbono agricola acarretariam em melhores

produgdes através de analises estatisticas.

4.4.3 Avaliacao do efeito da concentracao de peptona, extrato de levedura e
fonte de carbono sobre a producdo enzimatica em FSm utilizando design
experimental

Variaveis independentes e continuas podem ser estudadas em conjunto
através de planejamentos fatoriais. Experimentos delineados em esquemas fatoriais
envolvem combinacdes entre os niveis de dois ou mais fatores (RODRIGUES e
IEMMA, 2005). Diferentes métodos estatisticos de otimizagdo de meio de cultura tém
sido usados por diversos autores como Wen et al. (2005), Alam et al. (2008) e
Meshram et al. (2008). Nestes experimentos, foi utilizado um planejamento fatorial
completo 2° (trés fatores em dois niveis), com a finalidade de verificar como a
interacao entre os 3 principais componentes do meio liquido SR (extrato de levedura,
peptona e mistura de fonte de carbono previamente padronizada), agem sobre a
producé@o de xilanase e CMCases e analisar os efeitos da variagdo da concentragéo
destes componentes. As andlises estatisticas foram realizadas através do software
Statistica 7.0.
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4.4.3.1 Planejamento fatorial sobre a producao de xilanase
Os resultados experimentais foram realizados através da analise de regressao
em decorréncia de uma equagao de produgédo de xilanase (U/mL) em fungao de

peptona (P), extrato de levedura (EL) e fonte de carbono (FC):

Xilanase (U/mL) = 14,4 -0,59*(EL-0,5/0,3) — 0,33*(P-0,055/0,045) + 0,28*(FC -
1,25/0,25) + 0,55*(EL-0,5/0,3)*(FC-1,25/0,25) — 0,63*(P-0,055/0,045)*(FC-1,25/0,25) +

0,41*(EL-0,5/0,3)*(P-0,055/0,045)*(FC-1,25/0,25).

O valor de R e R? para a equagéo é de 0,9420 e 0,8874 respectivamente.

O resultado da producao de xilanase esta representado na Tabela 17 indicando
a média e o desvio padrdao da atividade enzimética obtida através do planejamento
realizado em triplicata. Verificou-se que a maior producao de xilanase foi destacada no
experimento 2, em torno de 17 U/mL.

O valor de p é uma ferramenta que avalia a significancia e contribuicdo de cada
parametro do modelo equacional estatistico e, a interacdo entre as variaveis é
indicada através desses coeficientes os quais estédo indicados na Tabela 18. O teste F
mostrou significancia de p < 0,05 entre as interacbes, 0 que indica que o modelo
utilizado reflete em uma relagéo entre os componentes do meio SR na produgéao de
xilanase.

Os valores encontrados na Tabela 18 sugerem que o efeito da peptona e do
extrato de levedura sao significantes a 0,01 e, da fonte de carbono a 0,05. A maioria
das interacdes foram significantes com valores de 0,01, com excecdo da interacao
entre fonte de carbono e extrato de levedura o qual indicou um valor de p de 0,093
(ndo sendo favoravel ao modelo). Ainda as interacdes entre P-FC, P-EL e P-EL-FC

foram significantes afetando a producao de xilanase.
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Tabela 17 - Resultado de atividade xilanolitica produzida por A. japonicus através de

planejamento fatorial.

N2 Experimentos

Xi

Xz

Xs

Xilanase
(U/mL)

© 00 N oo o b~ W0 N =

_
nNn = O

+

o O O O +

+

o O O O +

o O O o +

14,4 + 0,81
17,4 + 0,96
14,7+ 0,40
13,5 £0,05
13,3+ 0,17
13,9 + 0,61
14,2+ 0,15
13,9 £0,20
14,0 £ 0,08
13,9+0,17
14,2 + 0,33
14,2 + 0,61

Extrato de levedura (-) 0,2 g, (0) 0,5 g e (+) 0,8 g; peptona (-) 0,01 g, (0) 0,055 g e (+) 0,1 g;

fonte de carbono (-) 1,0 g, (0) 1,25 g e (+) 1,5 g, sendo composta por farelo de soja e sabugo

de milho (1:3). Experimentos realizados em triplicata.

Tabela 18 - Andlise de variancia para producdo de xilanase por A. japonicus em

fermentagao submersa.

Soma de Graus de Quadrado
Efeito quadrados liberdade médio F p
EL 8,402 1 8,402 30,41 0,00001
P 2,667 1 2,667 9,65 0,0068
FC 1,815 1 1,815 6,57 0,0208
EL*P 7,260 1 7,260 26,28 0,0001
EL*FC 0,882 1 0,882 3,19 0,0930
P*FC 9,627 1 9,627 34,85 0,0000
EL*P*FC 4,167 1 4,167 15,08 0,0013
Erro 4,420 16 0,276

EL = Extrato de levedura; P = Peptona; FC= Fonte de carbono. Em vermelho estao indicadas

as interagdes significativas (p<0,05).
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Os gréficos de superficie de resposta mostram uma superficie tridimensional
que conectam um conjunto de pontos de dados e, dessa forma, apresentam a
resposta (produgéo) relacionada a interacado entre 2 fatores. Os graficos refentes a
producdo de xilanase estdo representados nas Figuras 21 A, B e C e demonstraram
que a variagao das concentragdes foi significativa, uma vez que quanto menor € a
concentracdo de peptona e extrato de levedura maior atividade enzimatica é obtida, e
o inverso para a fonte de carbono. Enquanto que a Tabela 18 nos mostra que quando
se analisam todos os compostos tanto individualmente quanto em conjunto ha
influéncia positiva na atividade da xilanase, exceto para a interacdo entre extrato de
levedura e fonte de carbono. Dessa forma, esta analise € de grande importancia nesse
contexto, pois mostra que se fossem realizados experimentos sequenciais (nao
utilizando o recurso da estatistica através do planejamento fatorial) a interagdo entre
0s componentes ndo seria visualizada.

Contudo, de acordo com a equacao, se aumentar apenas o extrato de levedura
ou peptona, o efeito na atividade sera negativo, enquanto que aumentando apenas a
fonte de carbono provoca um efeito positivo. Ainda pode-se observar que se houver
aumento em conjunto do extrato de levedura e peptona ou dos trés fatores em estudo,
ocorre também um aumento na atividade xilanasica. No entanto, considerando todos
os resultados, partindo da equacdo obtida como parametro principal e visando
aumentar a produtividade utilizando menor custo, o0 novo meio de cultivo utilizado foi
composto por 0,01% de peptona, 0,2% de extrato de levedura e 1,5% de fonte de
carbono para a produgdo de xilanases, uma vez que este meio é adequado para a
producéo, além de utilizar menores quantidades de peptona e extrato de levedura e de
indicar um aumento de aproximadamente 16,3% em relagdo as outras combinac¢des

(Tabela 17).
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Figura 21 - Superficie de resposta para o planejamento delineado para as variaveis do meio
SR na produgéao de xilanase (A) em fungédo de peptona e fonte de carbono (B) em funcao do
extrato de levedura e fonte de carbono (C) em fungéo do extrato de levedura e peptona.

84



Facchini, F'.D.A.

4.4.3.2 Planejamento fatorial sobre a producao de celulase
Foi realizada uma andlise de regressdo em decorréncia da equagao de
producédo de CMCases (U/mL) em funcdo de peptona (P), extrato de levedura (EL) e

fonte de carbono (FC):

CMCases (U/mL) = 1,58 — 0,19*(P-0,055/0,045)*(FC-1,25/0,25) + 0,18*(EL-

0,5/0,3)*(P-0,055/0,045)*(FC-1,25/0,25).

O valor de R e R? para a equacéo é de 0,6859 e 0,4705 respectivamente. O
resultado da producdo de CMCases estd representado na Tabela 19 indicando a
média e o0 desvio padrdo da atividade enzimatica obtida através do planejamento
realizado em triplicata. Verificou-se que a maior produ¢do de CMCases foi destacada
no experimento 2, em torno de 2,0 U/mL. As interagbes entre as varidveis dos

componentes do meio SR estao indicadas na Tabela 20.

Tabela 19 - Resultado de atividade celulolitica produzida por A. japonicus através de
planejamento fatorial.

N2 Experimentos X X, X3 CMCases (U/mL)
1 - - - 1,4 + 0,31
2 - - + 1,9 + 0,21
3 - + - 1,8 +£0,25
4 - + + 1,3+0,42
5 + - - 1,5+0,21
6 + - + 1,6 £0,10
7 + + - 1,4+0,16
8 + + + 1,7 £ 0,96
9 0 0 0 1,6 +0,19
10 0 0 0 1,4 £0,27
11 0 0 0 1,8 +0,42
12 0 0 0 1,6 +£0,33

Extrato de levedura (-) 0,2 g, (0) 0,5 g e (+) 0,8 g; peptona (-) 0,01 g, (0) 0,055 g e (+) 0,1 g;
fonte de Carbono (-) 1,0 g, (0) 1,25 g e (+) 1,5 g, sendo composta por farelo de trigo com

bagaco de cana. Experimentos realizados em triplicata.
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Tabela 20 - Andlise de variancia para a produgédo de CMCases por A. japonicus em

fermentagao submersa.

Soma de Graus de Quadrado

Efeito quadrados liberdade médio F p
EL 0,0260 1 0,2604 1,7806  0,2008
P 0,0204 1 0,0204 0,1396 0,7136
FC 0,0204 1 0,0204 0,1396 0,7136
EL*P 0,0938 1 0,0938 0,6410 0,4351
EL*FC 0,0704 1 0,0704 0,4815 0,4977
P*FC 0,0843 1 0,0844 57693 0,0288
EL*P*FC 0,7704 1 0,7704 5,2678 0,0356

Erro 2,34 16 0,1463

EL = Extrato de levedura; P = Peptona; FC= Fonte de carbono. Em vermelho estéo indicadas
as interacoes significativas (p<0,05).

Os valores encontrados na Tabela 20 sugerem que o efeito dos componentes
individuais e as interagbes entre P-EL e EL-FC nao satisfizeram o modelo utilizado,
obtendo valores de p > 0,05. Porém, as interacbes entre P-FC e EL-P-FC foram
significativas para o aumento da produgao enzimatica, obtendo um valor de p menor
que 0,05 estando dessa forma, dentro do nivel de significancia do programa utilizado.

Os graficos de superficie de resposta estao indicados na Figura 22 A, B e C,
contudo é importante ressaltar que estes ndo mostram a interagdo entre os trés
componentes, como visto na Tabela 20. No entanto, indicam que a variacdo da
concentracao de peptona e extrato de levedura nao proporcionou grande aumento de
atividade, uma vez que quanto menores sao suas concentragcdes maior atividade
enzimatica é obtida, j& em relagdo a fonte de carbono quanto maior a concentragéo

maior atividade é observada, assim como o resultado anterior obtido para a xilanase.
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Figura 22 - Superficie de resposta para o planejamento delineado para as variaveis do meio
SR na producado da CMCase (A) em fungao do extrato de levedura e peptona, (B) em fungao

de peptona e fonte de carbono (C) em fungéo do extrato de levedura e fonte de carbono.
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De acordo com a equacdo descrita, a interacao entre peptona e fonte de
carbono influenciou negativamente na atividade de CMCases enquanto que a
interacao entre os trés fatores foi muito positiva para a atividade de CMCases. Assim
sendo, ao modificarmos os trés fatores simultaneamente, podemos obter uma melhora

da produgdao CMCasica.

4.4.4 Determinacao do tempo de cultivo

Em vista de aperfeicoar o processo de produgdo enzimatica, foi variado o
tempo de cultivo sob 100 rpm de agitacdo e em condigdes estaticas a fim de
determinar a melhor condi¢gdo de producdo. Desse modo, as culturas padronizadas
foram incubadas a 30°C, por um periodo de 2 a 10 dias, em crescimento estatico, e de
1 a 6 dias sob agitagao (Figuras 23 e 24 A e B).

Em conclusdao deste experimento, a produgdo enzimatica em condicbes
estaticas foi a melhor encontrada para xilanase, obtendo uma atividade de
aproximadamente 2 vezes maior durante 6 dias quando comparada durante 4 dias sob
agitacao, enquanto que na producao celulasica nao foi verificado aumento quando
comparadas as duas condi¢des descritas, ambas apresentando atividade aproximada
de 26 U totais. Em crescimento sob agitacdo, os melhores resultados foram durante 3
dias para celulase e 4 dias para xilanase, porém, a condigdo de cultivo padronizada
para prosseguir com os proximos experimentos, foi durante 6 dias para a xilanase e 5

dias para a celulase, ambas em condigbes estaticas.
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Figura 23 - Efeito do tempo de cultivo na produgéo de xilanase e proteinas totais produzidas

em fermentacdo submersa (A) condigbes estaticas (B) sob 100 rpm de agitagdo. Simbolos: (m)

xilanase e (e) proteinas totais.
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Figura 24 - Efeito do tempo de cultivo na produgdo de CMCase e proteinas totais produzidas

em fermentacao submersa (A) condigdes estéaticas (B) sob 100 rpm de agitagdo. Simbolos: (e)

CMCase e (e) proteinas totais.
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4.4.5 Efeito do pH inicial do meio de cultivo sobre a producao enzimatica
por A. japonicus

Neste experimento, verificou-se a influéncia do pH inicial no meio de cultivo na
producdo das enzimas. Como resultado, obteve-se 4,0 e 5,0 como melhores pHs
iniciais, para CMCases e xilanases, respectivamente (Figura 25). No entanto, vale
ressaltar que em todos os cultivos o pH final encontrado ficou em torno de 6,5-7,0,

sem que a enzima perdesse atividade neste pH.

120 -

100 -

80 -

60 -

40 .

Atividade enzimatica (%)

Figura 25 - Efeito do pH inicial sobre a producdao das enzimas por A.
Japonicus.Colunas: M : xilanase e [l: CMCase.

4.4.6 Efeito da concentracao de indculo sobre a producao enzimatica

Neste experimento, a densidade de in6culo foi alterada de forma a analisar o
efeito de diferentes concentragées na produgdo enzimatica em FSm. Assim, foi
acrescentado 1 mL de inéculo as culturas, variando a concentracdo de 10° a 10°
conidios/mL. Estas foram incubadas a 30°C, em condigbes estaticas durante o tempo

previamente determinado para cada enzima em estudo (Figuras 26 A e B).
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Figura 26 - Efeito da concentragdo de conidios na produgédo de (A) xilanase e (B) CMCases
obtidas em U/mL.

Observando-se a Figura 26 verificou-se que a concentragéo de 10’ conidios/mL
foi a melhor obtida para ambas as producdes enzimaticas (aumentando cerca de 1,3
u/mL). Para as CMCases observou-se um aumento de atividade conforme aumentou a
concentracédo de conidios, porém quando atingiu a concentracdo de 10’, houve um
aumento de atividade permanecendo constante a 10° conidios/mL. Em relagdo ao
crescimento, foi maior quando se utilizou a concentragdo de 10° e observa-se que o
valor de proteinas totais foi aumentando conforme o aumento da concentragéo de

conidios/mL em ambas as culturas.

4.4.7 Efeito da adicao de Tween 80 na producao enzimatica

Para finalizar os experimentos de padronizacdo e otimizagdo do meio
submerso, foi variada a concentracao de Tween 80 de 0% a 1% com intervalos de 0,2
para verificar seu efeito na produgdo. Os meios utilizados foram os padronizados
anteriormente. A incubacdo deu-se em estufa a 30° em condigdes estaticas em

tempos pré-estabelecidos.
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O filtrado enzimatico, obtido apds a fermentacdo, foi dialisado contra agua
deionizada durante 24 horas para retirada do detergente. A Figura 27 indica que o
Tween 80 causou um efeito negativo na producdo enzimatica. Para a xilanase houve
decréscimo de mais de 50% na atividade e, para a CMCases, de aproximadamente
35%. Quanto ao crescimento (grafico ndo mostrado), ndo foram observadas
alteracdes. Contudo, para a producdo destas enzimas o Tween 80 nao deve ser
acrescentado as culturas.

350 T T T T T T T

300 .
250 _
200 ]
150 ]

100 .

Atividade enzimatica (U total)

50 .

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Concentracao de Twen 80 (%)

Figura 27 - Variacdo da concentracdo de Tween 80 na producao enzimatica. Colunas: Il
xilanase e[ : CMCase.

4.5 Comparacao entre as producées padronizadas dos meio de
fermentacao (FES e FSm)

As condicbes padronizadas e o0s respectivos resultados das producoes
enziméticas em U totais* estdo indicados na Tabela 21. Em todas as culturas a
incubacao foi a 30°C e com 10 conidios/mL.

Verificou-se que tanto a produgao de xilanases quanto de CMCases obtiveram

melhores resultados na FES em aproximadamente 25% quando comparada a

* U totais: U/mL mutiplicada pelo volume total de FSm em cada Erlenmeyer ou U/g multiplicada pela
quantidade em gramas de substrato sdlido utilizado na FES
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produgdo em FSm. Portanto, uma vez que a FES produz melhores niveis enzimaticos,
em maior volume (30 mL) e em menor periodo, esta foi utilizada para produgao das

enzimas com a finalidade de aplicacao em nutricdo de ruminantes.

Tabela 21: Comparagéo entre as atividades de xilanases e CMCases obtidas na
producédo em FES e FSm.

Atividade (U total)
Fermentacao Condicoes Xilanase CMCases
Meio SR, FS+SM (1:3), 6 582 -
FSm dias, pHi, 5,0.

- 70
Meio SR, FT+BC (3:1), 5

dias, pHi, 4,0.
FS+SM (1:3), sais Khanna 716 -
com 0,25% peptona, 3 dias,
FES pHi, 6,0.
FT+BC (3:1), sais SR com - 87
0,25% peptona, 6 dias, pHi,
7,0.

FS: farelo de soja; SM: sabugo de milho; FT: farelo de trigo e BC: bagaco de cana.

4.6 Dosagens de algumas enzimas extracelulares presentes no extrato
bruto obtido por A. japonicus

Em ambos os extratos brutos obtidos das otimizagdes ha presenca de
xilanases e CMCases. Assim, visando a aplicacao biotecnolégica em ruminantes é
interessante conhecer outras possiveis enzimas presentes neste extrato bruto obtido a
partir de FES, como proteases, amilases, fitases, pectinases, etc., que sdo importantes
na din@mica do rumen. Abaixo segue a Tabela 22 a qual mostra as enzimas dosadas e

0s niveis de atividade em U/mL encontrados.
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Observou-se presenca de protease, fitase, pectinase (poligalacturonase),

amilase e xilanase em maiores quantidades. Em relagdo ao complexo celulolitico

encontrou-se B-glucosidase em maiores quantidades, como descrito na literatura por

Sanyal et al. (1988), assim como também B-xilosidase descrita por Wakiyama et al.

(2008).

Tabela 22: Atividade enzimatica em U/mL de diferentes enzimas contidas no extrato

bruto.

Enzimas Atividade (U/mL)
Protease 26,98
Tanase 0
Pectinase 12,9
Amilase 38,1
Fitase 26,2
Lipase 0,02
CMCase 1,96
Avicelase 0,063
B-glicosidase 1,21
Fpase 0,062
Xilanase 26,2
B-xilosidase 0,45
a-arabinofuranosidase 0,4
a-glucuranosidase 0,01
acetilxilanoesterase 1,0

95



Facchini, F'.D.A.

Parte III: Caracterizacao

bioquimica dos extratos brutos

de Aspergillus japonicus
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4.7 Caracterizacao da xilanase e CMCase produzidas por fermentacao em

estado sdlido

4.7.1 Efeito da temperatura no ensaio enzimatico

Para verificar o efeito da temperatura no ensaio enzimatico, esta foi variada de
30 a 80°C. O resultado ilustrado na Figura 28 indica que a temperatura 6tima de
atividade da xilanase foi a 60°C e, a CMCases apresentou uma temperatura 6tima em
torno de 55°C. Para ambas as enzimas observou-se decréscimo de aproximadamente
20% quando a temperatura foi aumentada 10°C a partir da temperatura estipulada
como o6tima.

Ainda, é importante ressaltar que a xilanase possuiu baixa atividade em 30°C,
atuando a 10% de sua atividade apenas, enquanto que a CMCase obtida da mesma
cepa, apresentou cerca de 70% de sua atividade na mesma temperatura. Estes
resultados denotam uma boa aplicabilidade industrial destas enzimas sob
temperaturas relativamente altas em torno de 45 a 60°C.
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Figura 28 — Efeito da temperatura no ensaio enzimatico para xilanase e CMCases produzidas

em FES por A. japonicus. Simbolos: (m) Xilanase e (0) CMCase.
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4.7.2 Estabilidade térmica das enzimas nos ensaios enzimaticos

Um dos parametros mais importantes a ser investigado quando se estuda uma
enzima com aplicagdo industrial € a termoestabilidade da mesma. Dessa forma, a
enzima foi incubada na auséncia de substrato (xilana ou CM-celulose), por 120
minutos em diferentes temperaturas.

Na Figura 29A observou-se que a xilanase em estudo foi 100% estavel durante
os 120 minutos a 30 e 40°C, porém conforme o aumento da temperatura esta
estabilidade decaiu, observando um declinio de 60% em 30 minutos a 70°C. J& para a
CMCases, até 60°C a estabilidade manteve-se com cerca de 70% de atividade
residual nos 120 minutos, porém da mesma forma, quando se aumentou a
temperatura, a estabilidade da mesma decresceu, obtendo a 70°C uma atividade
residual de 40%. Este resultado é bastante satisfatério, pois além de mostrar boa
estabilidade das enzimas, indica grande potencial biotecnolégico.

Outro ensaio realizado foi a estabilidade enzimatica de ambas a uma
temperatura proxima a temperatura do rimen durante 24 horas, que segundo descrito
por Teixeira (1992) € em torno de 38 — 40°C (Figura 30). Este resultado é satisfatério,
uma vez que indica que ambas as enzimas foram em torno de 80% estaveis a 40°C
durante 24 horas, o que denota uma aplicabilidade industrial em processos que
utilizam temperaturas amenas, como por exemplo, em industrias téxteis e de lavagem

industrial e, principalmente, no foco deste trabalho, em digestibilidade de ruminantes.
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Figura 29 — Estabilidade térmica em diferentes temperaturas de (A) Xilanase e (B) CMCase,
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Figura 30 — Estabilidade térmica da xilanase e CMCases a 40°C durante 24 horas. Simbolos:

(m) Xilanase e (0) CMCase.

4.7.3 Efeito do pH no ensaio enzimatico

Outro parametro analisado foi o efeito do pH na atividade enzimatica. De
acordo com a Figura 31, verificou-se que ambas as enzimas do extrato bruto
apresentaram um pH 6étimo de 4,0 o que indica bom potencial em aplicagbes

biotecnoldgicas acidas.
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Figura 31 — Influéncia do pH na atividade de xilanase e CMCases produzida por A. japonicus

utilizando tampéo Mcllvaine, fosfato de sédio, Tris-HCI e glicina. Simbolos: (m) xilanase e (0)

CMCase.
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4.7.4 Estabilidade ao pH no ensaio enzimatico

Os extratos foram incubados em tampdes na faixa de pH 3,0 a 8,0, durante 120

minutos a 4°C (Figura 32).

1oo-_:\E i

95 - ;:;§ ]
%0.] g——8 gI—— s

_ év@ —F 0 @] i
85 —

] "R
80 4 —
75 i
70- ]
65 -

60 -

Atividade residual xilanasica (%)

55 -

s04+—a—r—r—r——r—
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

(A)

IS

90

|

|

85 -

)

75_- o _-
70- N —
65_- -

60 .

Atividade celulasica residual (%)
H}FI—Q(

55 -

50 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

(B)

Figura 32 — Estabilidade em relacdo ao pH da (A) Xilanase e (B) CMCase pré-incubadas
durante 120 minutos. Simbolos dos pHs: (m) 3, (O) 4, (A) 5, (A) 6, (®) 7 e (0) 8.
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De acordo com o resultado obtido, a xilanase foi estavel na faixa de pH entre
4,0 a 7,0 com atividade em torno de 90% durante os 120 minutos, porém o resultado
obtido para a CMCases em estudo, indica menor estabilidade em pHs mais &cidos a
partir de 90 minutos e, boa estabilidade em pHs 5,0 e 6,0 estando em torno de 90% de
sua atividade. Em pH préximo ao encontrado para o ambiente ruminal (7,0) ambas as
enzimas apresentaram valores estaveis de 80-90% de atividade, o que indica um
resultado satisfatério para a aplicagao na digestibilidade de ruminantes. A Figura 33
ilustra o resultado da estabilidade ao pH das enzimas até 24 horas de pré-incubacao
em geladeira. O valor de 100% refere-se ao tempo inicial (zero) em cada pH.
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Figura 33 — Estabilidade ao pH das enzimas em estudo durante 24 horas de pré-incubacao.

Simbolos: (m) Xilanase e (0) CMCase.

A Figura 33 nos indica uma estabilidade acima de 50% para a CMCase apés
24 horas de incubacgao e, uma baixa estabilidade na atividade da xilanase em todos os

pHs testados (menor que 50% de atividade).

4.7.5 Estabilidade dos extratos enzimaticos armazenados por 6 meses
As solucdes obtidas nos cultivos de A. japonicus armazenadas em freezer a

-2°C durante 1, 3 e 6 meses, foram dosadas como descrito em 3.8.1.
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Figura 34 — Estabilidade enzimatica quando armazenadas apds cultivo em estado soélido e

congeladas durante 6 meses. Simbolos: (m) xilanase e (0) CMCase.

A Figura 34 mostra que as enzimas ainda possuem atividade enzimatica
aceitaveis até 3 meses, porém ocorreu perda de 50% de atividade da xilanase e de
quase 80% da atividade de CMCases, ambas ap6s um periodo de 6 meses
congelada. Dessa forma, os resultados obtidos indicaram que o tempo de estoque

enzimatico pode ser mantido por até 3 meses em congelamento.

4.7.6 Efeito da adicao de ions a reacao enzimatica sobre a atividade enzimatica

A atividade de muitas enzimas pode ser fortemente afetada pela presenca de
diferentes ions durante a reacdo, podendo agir como co-fatores ou inibidores. Em
virtude deste fato, verificou-se a influéncia de varios ions e alguns compostos na
atividade da xilanase e CMCase presentes nos extratos brutos. Para tanto, o extrato
foi dialisado contra agua destilada e EDTA antes do experimento. O ensaio procedeu
normalmente com a adicdo de uma solucao de ions ou outros compostos em uma

concentracao final de 5 mM, seguido pelo método de dosagem de agucares redutores.
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Tabela 23 — Efeito da adicdo de ions e compostos na reagdo enzimatica sobre a

atividade de CMCases e xilanases brutas.

ions/Compostos Xilanase CMCase
(5 mM) (AR* %) (AR* %)
BaCl; 82,3+ 1,63 98,0 + 0,09
B-mercaptoetanol 93,3+ 2,26 92,8 £ 0,16
CuSO, 110,0 £ 0,21 92,2 + 0,08
MgCl, 56,3 + 0,42 64,7 £ 0,24
AICI3 76,7 £ 0,28 98,7 + 0,20
KH,PO, 62,6 + 0,35 72,5+ 0,21
HgCl, 54,1 + 0,07 58,2 + 0,20
NaBr 54,1 + 0,64 69,9 + 0,05
Zn(NOs3), 63,0 + 0,07 83,0+ 0,17
NaCl 48,0 £ 0,07 68,6 + 0,11
NH,CI 49,5+ 0,35 81,0+ 0,16
CaCl, 58,2+ 1,13 57,5+ 0,06
KCI 49,7 + 0,85 41,8 +0,19
MnCl, 73,4 £ 0,49 164,1 £ 0,33
CoCl, 76,5+ 0,78 113,7 £ 0,33
NaH,PO, 59,5+ 2,33 88,9 + 0,01
Controle 100,0 + 0,21 100,0 + 0,08

* Atividade residual

A Tabela 23 ilustra os efeitos provocados pelos diferentes compostos, onde se
destaca o aumento da atividade CMCasica na presenga de Mn** em cerca de 64%.
Em relacdo a xilanase nao foi observado grande aumento da atividade (apenas o
sulfato de cobre apresentou 10% de aumento), sendo que para a maioria dos

compostos testados observou-se efeito inibitorio.
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4.7.7 Hidrdlise de diferentes tipos de xilana por xilanase produzida por A.
japonicus

A hidrélise da xilanase foi testada em algumas xilanas como: Birchwood
(madeira de vidoeiro), Beechwood (madeira de pinheiro), Larchwood (madeira de faia),
Oat Spelt (aveia) e xilana de eucalipto (Figura 35). A metodologia de reacdo foi a

mesma descrita em 3.8.1 pelo método de agucares redutores.
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Figura 35 — Atividade residual de xilanase em diferentes substratos. Todos os ensaios foram

realizados em pH 4,0 a 60°C. (*) Xilana Birchwood em tampéao acetato e (**) Xilana Birchwood

em tampé&o Mcllvane.

O resultado indica uma boa atuacdo da xilanase nos substratos xilana
Birchwood (100%), Beechwood (68%) e Larchwood (80%). O valor de 100% foi
atribuido ao controle, que, no caso, foi a xilana Birchwood que estava sendo
anteriormente utilizada como substrato, a qual apresentou maior resposta de hidrélise.
As xilanas Oat Spelt e de eucalipto obtiveram os menores valores de atividade entre
50 e 60%. Este fato pode ser atribuido as diferentes fontes de extracdo destes
substratos, variando assim o grau e o tipo de grupos substituintes. O uso de diferentes
tampbdes em pH 4,0 (acetato e Mcllvaine) ndo interferiu na atividade enzimdtica,
apresentando o acetato uma diferenga de apenas 0,8% em relagcao ao Mcllvane.
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Parte I'V: Estudo do potencial de
aplicacdo dos extratos brutos

obtidos por Aspergillus japonicus

em ruminantes
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4.8 Estudo da aplicacao enzimatica na hidrdlise de forrageiras

4.8.1 Estudo da citotoxicidade do extrato bruto produzido por A. japonicus

Os extratos enzimaticos produzidos por A. japonicus foram testados quanto a
sua citotoxicidade em diferentes concentracoes (Tabela 24).

Os resultados mostraram que tanto as células tratadas com o extrato bruto
quanto os controles que ndo receberam o extrato apresentaram o mesmo numero de
colénias formadas, tanto apds 1 hora de incubagao quanto apds 24 horas, significando
que o preparado enzimatico ndo apresentou carater citotoxico. Portanto, este extrato

pode ser utilizado em ruminantes.

Tabela 24 — Determinacéo da citotoxicidade do extrato bruto de A. japonicus

Coldnias formadas (%)

Tempo de incubagao (h) Controle Extrato enzimatico
1 93+1,2 91+£1,9
24 98+1,5 97,5+1,3

4.8.2 Avaliacao do preparado enzimatico na hidrélise de forrageiras simulando
pastejo animal

A hidrélise enzimatica das forrageiras, realizada a 39-40°C a partir de
diferentes concentragdes do mix dos extratos brutos obtidos por A. japonicus, resultou
na Figura 36, cuja analise evidencia que a formacao de agucares redutores, obtida em
UM/g, a partir da agdo do preparado enzimatico foi quatro vezes maior que quando
nao se utilizou o extrato sendo, portanto, considerada adequada, uma vez que as
forrageiras ndo passaram por pré-tratamentos quimicos.

No controle avaliado apenas com agua destilada, todos os capins testados nao

apresentaram liberagéo de agucares redutores (resultado ndo mostrado).
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Figura 36 — Hidrolise enzimatica de capins em diferentes concentragdes de extrato enziméatico
durante 4 horas de incubacgéo, a 40°C com agitacao. O experimento foi realizado em ftriplicata.
(A) Tifton-85 (B) Brachiaria brizantha (C) Tanzania (D) Brachiaria decumbens. Simbolos: -m-

dose 1, -O- dose 2 e -A- dose 3. As doses 1, 2 e 3 referem-se as concentracbes enzimaticas

de xilanase e CMCase, nas quais continham 15, 10, 5 U/mL e 0,53, 0,32, 0,19 U/mL,
respectivamente. O controle realizado com tampao, ndo apresentou liberagdo de agucar
redutor.

Quando se acrescentou a solugao enzimatica, as forrageiras B. decumbens e
B. brizantha apresentaram melhor resposta de hidrélise, tendo o primeiro, liberado
4,32 uM/g e, o segundo, 4,23 uM/g de agucar redutor utilizando a maior concentragéo
enzimatica (dose 1). Nos outros capins testados, os melhores resultados foram de 3,9
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uM/g de acucar redutor no Tifton-85 e de 3,0 uM/g de acucar redutor no Tanzania
testado. Pode-se inferir a partir destes resultados que, se o Tifton-85 e o B.
decumbens fossem expostos a um maior periodo de tempo, talvez a liberagdo de
acucares redutores na maior concentragao enzimatica seria mais bem pronunciada.
Apesar da pequena diferenca (30% a menos de liberagédo) entre Brachiaria e
Tanzania, este resultado é compreensivel quando se observa a parede celular das
diferentes forrageiras, uma vez que os capins Tanzénia e Tifton-85 apresentaram
teores de lignina maiores quando comparado ao género Bachiaria o que pode dificultar

a hidrolise enzimatica destas forrageiras (Tabela 25).

Tabela 25 — Andlise bromatoldgica das forrageiras testadas na hidrélise enzimatica

Amostra MS FDN FDA LIG MM PB H C
(%)  (%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS)

B.brizantha 94,15 63,84 38,07 422 8,45 984 2578 33,84
B.decumbens 93,55 60,30 32,89 444 827 943 27,41 28,45
Tanzania 93,83 74,53 51,26 9,99 751 755 283,27 41,27
Tifton-85 94,20 70,88 42,57 6,17 751 12,23 28,31 36,41

FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente &cido; LIG = lignina; MM =

material mineral; PB = proteina bruta; MS = matéria seca; H = hemicelulose; C = celulose.

A Tabela 25 refere-se aos experimentos realizados com as forrageiras segundo
metodologia de Van Soest (1994), a qual permite um melhor fracionamento da fragao
fiborosa em FDN (celulose, hemicelulose e lignina), FDA (celulose e lignina) e ourras
fracoes. Com essas informacdes pode-se discorrer melhor sobre os resultados obtidos
nos graficos.

Uma maior quantidade de MM e PB sao observadas nos capins do género
Brachiaria o que reflete em menores valores de FDN e FDA em aproximadamente

20% quando comparado as outras forrageiras. Dessa forma, podem possuir maior

valor nutritivo e mais facil acesso a hidrélise enzimatica, uma vez que esse menor
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valor de FDN representa também menores quantidades de lignina e de celulose. Isto
pode ser comprovado ao observar a coluna LIG (%MS), a qual indica que ambos os
capins B. decumbens e B. brizantha apresentaram os menores teores de lignina, ao
contrario do capim Tanzania o qual apresentou grande quantidade, sendo cerca de
60% maior que nos capins do género Brachiaria e 38% maior quando comparado ao
Tifton-85 (que possuiu 0 segundo maior teor de lignina), e as colunas H (%MS) e C
(%MS) que apresentaram maiores valores de celulose e para Tifton-85 e Tanzénia,
porém menor valor de hemicelulose para Tanzania, como esperado.

Dessa forma, pode-se considerar a suposicdo de que 0s capins do género
Brachiaria apresentam, em sua parede celular, a hemicelulose melhor exposta de
forma que a enzima tenha mais facil acesso a hidrélise. Outros fatores que também
podem ser levados em consideragado na hidrélise sdo a area superficial e a presenca

de cuticula nas gramineas.

4.8.3 Efeito da hidrélise enzimatica utilizando capim seco e processado como
substrato

Nesta etapa do trabalho foram utilizadas as forrageiras processadas de acordo
com a metodologia de Van Soest (1994). Resumidamente, nesse tratamento as
amostras de capim foram secas a 65°C para retirada parcial da agua e trituradas a 1
mm em moinho Willey. Dessa forma, diferentes volumes do preparado enzimatico
foram acrescentados as amostras de capim processadas juntamente com tampao
adequado (pH 4,0), obtendo um volume final fixo, da mesma forma que descrito em
Material e Métodos (3.8.1), sendo em seguida, medida a liberagdo de acglcares

redutores em uM/g (Figura 37).
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Figura 37 — Efeito da hidrolise enzimatica em diferentes forrageiras processadas utilizando

diferentes volumes de extrato bruto. Simbolos: (m) B. brizantha; (00) Tifton-85; (®) Tanzania; (0)

B. decumbens e ( A) silagem de milho.

Observou-se pelo resultado da Figura 37 que todas as forrageiras testadas
foram melhores degradadas conforme aumento da concentragdo de extrato bruto,
exceto no Tanzania que apresentou maxima liberacdo de agucar redutor com 1,0 mL
de extrato bruto e 1,0 mL de tampao. A melhor resposta de hidrélise obtida foi no B.
decumbens e B. brizantha (com 1,0 mL de extrato), confirmando o resultado do
experimento anterior, apresentando uma liberagdo de agucar redutor de 16,8 uM/g e
19,2 uM/g para B. brizantha e B. decumbens, respectivamente. O capim Tanzania
apresentou a menor liberagao de agucar redutor assim como no experimento anterior,
podendo dessa forma, utilizar o mesmo raciocinio.

Os resultados obtidos nesse experimento foram muito satisfatérios e indicaram
hidrélise pelo preparado de extrato bruto utilizado. Portanto, foi interessante avaliar o

perfil de hidrélise enzimética utilizando a maior concentracao de extrato bruto (1,5 mL)
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nos mesmos capins testados anteriormente durante 150 minutos de reagao (Figura

38).
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Figura 38 — Cinética enzimatica durante 150 minutos utilizando diferentes forrageiras
processadas como substratos. Simbolos: (O) B. brizantha; (m) Tifton-85; (®) Tanzania; (©) B.

decumbens e (A) silagem de milho.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se na Figura 38 que os capins
B. decumbens e B. brizantha apresentaram as melhores respostas de hidrélise
enzimatica, com valores de formagao de agucar redutor aproximadamente 3 e 2 vezes
maiores comparados a silagem de milho em 90 minutos, a qual obteve a menor
resposta. Observou-se ainda, que a quantidade de agucar redutor aumentou com o
tempo, indicando atuagéo enzimatica, podendo ser um fator positivo ao utilizar esse
extrato enzimatico na alimentacdo de ruminantes, de forma que este libere maiores
quantidades de agucares fermentesciveis para a microbiota ruminal acarretando em

um melhor aproveitamento da fracao fibrosa da forragem pelo animal.
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4.9 Adicao de enzimas fibroliticas em ruminantes

A partir do “pool” enzimatico do extrato de A. japonicus Saito contendo
atividades de xilanase (10,7 U/mL), CMCase (0,55 U/mL), amilase (38,6 U/mL),
poligalacturonase (12,6 U/mL) e fitase (21 U/mL) foi determinada a digestibilidade in

vitro de diferentes forrageiras utilizadas na alimentacao de ruminantes.

4.9.1 Avaliacao da digestibilidade in vitro de diferentes volumosos na presenca
de enzimas fibroliticas

Esse teste de aplicabilidade biotecnolégica foi realizado com o extrato bruto de
A. japonicus e também com um segundo extrato bruto produzido por A. niveus
contendo atividade de ligninases (manganés peroxidase, lignina peroxidase e lacase),
previamente padronizado em nosso laboratério por Peixoto-Nogueira (2008) produzido
por meio de fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de trigo como substrato, a
45°C e com 70% de umidade relativa durante 1, 3 e 5 semanas para lacase,
manganés peroxidase e lignina peroxidase, respectivamente. Assim, as enzimas foram
utilizadas como aditivos em diferentes volumosos para observar se propiciava (ou nao)
um aumento na digestibilidade do alimento.

Assim, A. japonicus foi cultivado nas condicdes Otimas e aplicado nos
experimentos in vitro. A composi¢do quimico-bromatolégica dos alimentos testados
também foram previamente determinadas (Tabela 26). Nos resultados mostrados nas
Tabelas de 27 e 28, os valores estdo em porcentagem (%) e correspondem a

quantidade de matéria seca (MS) que foi consumida durante a digestibilidade in vitro.
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Tabela 26 — Composigao quimico-bromatoldgica dos alimentos avaliados (g/kg).

ltem Cana-de- Silagem de Feno Brachiaria
acucar milho Tifton-85 decumbens
Matéria seca 234.,6 241,0 906,5 198,1
Matéria orgéanica 952,3 929,6 945,9 902,2
Proteina bruta 31,1 60,9 138,7 110,9
Material Mineral 45,6 70,5 541 97,8
FDN 509,9 593,1 771,4 673,0
FDA 295,7 315,2 361,0 322,5
Hemicelulose 213,9 277,9 410,5 350,5
Celulose 246,1 247,3 308,1 295,9
Lignina 48,7 51,7 48,0 27,0
EB (Mcal/kg) 40,9 41,9 45,1 43,8

* FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; EB = energia bruta.

Tabela 27 - Digestibilidade in vitro da matéria seca e da FDN (%) de diferentes
volumosos na presenca de extrato bruto obtido por A. japonicus.

Doses de extrato (mL)

Alimento
0 4 8 16 Média
DIVMS (%)
Silagem de milho  57,45Aa  56,02Aa 58,36Aa 55,24Aa  56,77A
Feno de Tifton-85  39,59Ba  43,87Ba 46,70Ba 43,90Ba  43,52B
Cana-de-acucar 45,86Ba 48,72ABa 47,91ABa 48,52ABa 47,75B
Brachiaria 59,06Aa 60,15Aa 59,61Aa 57,60Aa  59,11A
Média 50,49a 52,19a 53,14a 51,31a
DIVFDN (%)
Silagem de milho  33,58Ba  33,42Ba 34,20Ba 32,66Ba  33,46C
Feno de Tifton-85 35,51Ba  39,15Aa 39,05Aa 38,35Aa  38,01B
Cana-de-acucar 12,44Ca 13,15Ca 11,06Ca 12,42Ca  12,27D
Brachiaria 40,04Aa 40,12Aa 40,72Aa 40,53Aa 40,35A
Média 30,39a 31,46a 31,26a 30,99a

Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e da mesma letra

maiulscula ndo diferem entre si na coluna a 5% de probabilidade (teste de Tukey).
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Apesar de estatisticamente ndo se observar efeito entre as doses ministradas
em nenhum alimento (letras minusculas iguais), os valores de MS e FDN indicam
maior digestibilidade da MS no Tifton-85 em 15,2% ao adicionar 8 mL de enzima
guando comparado ao controle, sendo também maior a digestibilidade da FDN nesse
mesmo alimento (9%), o0 que concorda com a Tabela 26 a qual indica que esta
forrageira apresenta maiores quantidades de hemicelulose e celulose em sua
composicao, podendo assim disponibilizar melhor esses carboidratos para hidrélise
enzimatica, de forma a liberar oligossacarideos que sao assimilaveis pela microbiota
ruminal. Observa-se ainda que a adicdo de maiores volumes de extrato enzimatico (16
mL) n&o contribuiu para o aumento da digestibilidade. Este resultado concorda com o
encontrado na literatura como descrito por Jalilvand et al. (2008) e Beauchemin et al.
(1997) cujos resultados com maiores concentragdes também nao proporcionaram
aumento na digestibilidade.

Porém, através das andlises estatisticas por meio do teste de Tukey (p >0,05),
os resultados sem adicdo e com adicao dos diferentes volumes de extrato enzimatico
tanto na digestibilidade da MS quanto da FDN n&o diferiram entre si, obtendo dessa
forma a mesma letra mindscula em todas as linhas. No entanto, quando se utilizou a
mesma dose nos diferentes alimentos (comparacao entre as linhas de uma mesma
coluna) observou-se que os alimentos capim Brachiaria e silagem de milho
apresentaram valores de MS maiores que o Tifton-85 e a cana-de-agucar e, na FDN a
digestibilidade do Brachiaria foi cerca de 70% maior que em cana-de-agucar.

A diferenca entre os resultados obtidos em cada um dos alimentos deve-se

provavelmente, a diferenga na composigao entre os diferentes alimentos testados.
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Tabela 28 - Digestibilidade in vitro da matéria seca e da FDN (%) de diferentes

volumosos na presencga de extrato de ligninases obtidas por A. niveus.

Doses de ligninases (mL)
0 4 8 16 Média

Alimento

DIVMS (%)
Silagem de milho  51,12ABa 54,23Aa 54,72Aa 44.87Aa 51,23A
Feno de Tifton-85  39,27Ba  40,87Aa 41,14Aa 43,54Aa  41,20B
Cana-de-agcucar  48,97ABa 49,29Aa 49,94Aa 4555Aa  48,44A

Brachiaria 57,36Aa 56,33Aa 54,66Aa 45 32Aa 53,42A
Média 49,18a 50,18a 50,11a 44.81a
DIVFDN (%)

Silagem de milho 23,54Aa 32,93Aa 31,16ABa 27,02ABa 28,66B
Feno de Tifton-85  31,99Aa  35,20Aa 36,08Aa 35,58Aa 34,71AB
Cana-de-acucar 11,86Ba 13,68Ba 14,43Ba 15,21Ba  13,80C
Brachiaria 37,58Aa 37,44Aa 30,47ABa 37,80Aa  35,82A

Média 26,24a 29,81a 28,03a 28,90a

Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e da mesma letra

maiulscula ndo diferem entre si na coluna a 5% de probabilidade (teste de Tukey).

Na Tabela 28, também ndo foi observado aumento significativo
estatisticamente da digestibilidade da MS e FDN e, da mesma forma, observou-se
diferenca entre os volumosos. Na digestibilidade da MS o melhor resultado foi
encontrado na degradagéo da silagem de milho, obtendo valor de digestibilidade 6,5%
maior quando adicionado 8 mL de extrato comparado ao controle. Na digestibilidade
da FDN observou-se diferenca entre os volumosos sendo que apenas a cana-de-

acucar se diferenciou dos demais.
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4.9.2 Avaliacao da atividade enzimatica na degradacao in vitro através da
producao de gas

Visando ainda verificar o efeito do extrato enzimatico de A. japonicus na
digestibilidade de volumosos, foi realizado outro experimento de digestibilidade in vitro
Com produgédo de gas. Visto que o tempo de produgado das ligninases € bastante
elevado (mais de uma semana) e diferente para cada uma delas e, lembrando que a
quantidade de enzima requerida para esses experimentos € grande, neste estudo nao
foi testado o extrato de A. niveus contendo ligninases.

As condicdes para a digestdo dos volumosos corresponderam as mesmas
utilizadas no experimento descrito anteriormente, entretanto a concentragdo de enzima
foi variada em 4 e 8 mL, uma vez que o resultado com 16 mL no experimento anterior
nao foi viavel. Analisaram-se também as quantidades totais de gases produzidas em
consequéncia da digestdo dos alimentos. Os dados referentes a producdo de gases
foram convertidos em mL/gMS. Nos tempos de 24, 48 e 72 horas foram calculadas a
digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) e a quantidade de nutrientes
digestiveis totais (NDT), apresentados nas Tabelas de 29 e 30, a partir de valores
previamente obtidos de proteina bruta, cinzas e energia digestivel dos alimentos
testados.

Os dados referentes a producao de gases em 72 horas apresentaram valores

maiores que 100 sendo, portanto, desconsiderados.
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Tabela 29 — Porcentagem de DIVMO dos diferentes volumosos testados na producao

de gas na auséncia e presencga de extrato bruto em 24 e 48 horas.

Alimento
Doses de extrato (mL)
24 h 0 4 8 Média
Brachiaria 54,52Ab 60,79Aba 66,30ABa 60,53B

Cana-de-acucar 66,26Aa 71,29Aa 73,96Aa 70,50A
Feno de Tifton-85 54,73Aa  58,23Ba 61,31Ba 58,09B

Média 58,50b 63,44ab 67,19a
48 h
Brachiaria 82,22Aa  90,43Aa 95,88Aa 89,51A

Cana-de-acucar 82,80Ab 94,74Aab  98,20Aa 91,91A
Feno de Tifton-85 84,33Aa 90,57Aa 91,91Aa 88,93A
Média 83,11b 91,912 95,33a

Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e da mesma letra

maiuscula ndo diferem entre si na coluna a 5% de probabilidade (teste de Tukey).

Tabela 30 — Porcentagem de NDT dos diferentes volumosos testados na produgéo de
gas na auséncia e presenga de extrato bruto em 24 e 48 horas.

Alimento
Doses de extrato (mL)
24 h 0 4 8 Média
Brachiaria 47,33Bb  53,68Ba 59,25ABa  53,42B

Cana-de-acucar 63,26Aa 68,35Aa 71,05Aa 67,55A
Feno de Tifton-85 50,21Ba  53,75Ba 56,86Ba 53,60B

Média 53,60b 58,59ab 62,39a
48 h
Brachiaria 75,34Aa 83,65Aa 89,16Aa 82,72B

Cana-de-acucar 79,99Ab 92,07Aab  95,57Aa 89,21A
Feno de Tifton-85 80,13Aa  86,45Aa 87,80Aa 84,80AB
Média 78,49b 87,39a 90,85a

Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e da mesma letra

maiulscula ndo diferem entre si na coluna a 5% de probabilidade (teste de Tukey).
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De acordo com os resultados, no periodo de 24 horas, ndo se observou
diferenca estatisticamente significativa entre as doses ministradas, exceto para o
capim Brachiaria que apresentou aumento consideravel na DIVMO e NDT quando se
adicionou o extrato comparado ao controle. Ao contrario, a linha que representa a
média entre os alimentos nas respectivas doses indica que a presenga de extrato
aumentou a digestibilidade de maneira geral e, por consequiéncia, a producao de
gases nesse tempo. Analisando os trés alimentos testados, a cana-de-agucar se
destacou em 48 horas por apresentar as maiores diferencas de porcentagens de
DIVMO e NDT (15,7% e 16,3%, respectivamente) entre a dose de 8 mL e o controle,
se diferenciando dos outros alimentos, entretanto em 24 horas o capim Brachiaria
indicou diferengas em cerca de 7% e 10% maiores comparados aos outros alimentos
para DIVMO e NDT, respectivamente.

Com relagéo as doses no tempo de 48 horas verificou-se que o alimento cana-
de-agucar apresentou diferenga significativa estatisticamente pelo teste de Tukey,
apresentando valores de p menores que 0,05. Dessa forma, indicou que a presenca
de enzimas atuou de forma a aumentar a digestibilidade da matéria organica e
contribuiu para um maior valor de nutriente digestivel. Vale ainda ressaltar, que os
valores entre as doses de extrato bruto ndo se diferenciaram entre si, podendo utilizar
0 menor volume com vistas a elevar a digestibilidade.

Este resultado foi bastante interessante uma vez que o estado de Sao Paulo é
o principal produtor de cana-de-agucar (em torno de 60% de toda a producgéo),
segundo a UNICA (Unido da Agroindustria Canavieira de S&do Paulo), assim sua
utilizagdo como alimento para ruminantes em conjunto com o extrato bruto de A.
japonicus testado, contribui para um aumento na quantidade de acgUcares
fermentesciveis no rimen do animal, favorecendo a proliferacdo da microbiota ruminal
a qual, consequentemente, libera maior quantidade de enzimas fibroliticas que
auxiliam na digestao fazendo com que o animal tenha maior velocidade de digestao,
absorva melhor os nutrientes e apresente menor gasto energético.
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Analisando os resultados obtidos na producao de gas nos diferentes alimentos
(Tabela 31) pode-se verificar que durante a fermentagdo, as andlises estatisticas
indicaram excelente atuagédo do extrato bruto a partir de 24 horas de incubacao.

Comparando os trés alimentos nos tempos de 24 e 48 horas, verificou-se que a
producdo de gas no capim Brachiaria foi mais expressiva que nos outros dois
alimentos em 24 horas, apresentando um aumento de 29,4% na dose de 8 mL em
relacdo ao controle e, em 48 horas tanto a cana-de-agucar quanto o capim Brachiaria
apresentaram cerca de 19% de aumento na producdo de gés utilizando a dose de 8
mL comparada ao controle, enquanto que o feno apresentou os menores aumentos de
produgao.

Contudo, as andlises estatisticas realizadas nestes dados de producao de gas,
indicaram que a diferenga entre as doses e o controle foi significativa a 5% de
significancia, de acordo com teste de Tukey, a paritr de 36 horas mostrando atuacao
do extrato enzimatico, principalmente ao se utilizar a maior dose (8 mL) nas amostras
de cana-de-agucar e Brachiaria. Para a cana-de-aglcar os resultados foram bastante
expressivos, uma vez que de 36 a 60 horas de incubagdo a adicdo de enzima foi
eficaz promovendo um aumento na digestibilidade em relagdo ao controle em 19-25%
utilizando a maior dose. Para as outras amostras testadas também houve significancia

estatistica, porém na amostra Tifton-85 foi pronunciada apenas em 60 horas.
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Tabela 31 — Produgéao de gases (mL/g MS) durante a digestao in vitro de forrageiras

em diferentes dosagens enzimaticas de 6 a 60 horas de incubacéo.

Cana-de-acucar

Horas apés incubacao

Dose
12 24 36 48 60
OmL  201dA 367cA 529bA 600bB 715aB 81,3aB
4mL  218eA 369dA 585cA 697bA 849aAB 934aAB
8mL  207fA 369eA 615dA 71,8cA 888bA 101,8aA
Tifton-85
6 12 24 36 48 60
OmL  471eA 241dA 339cA 454bA 67,17aA 814aB
4mL  181eA 255dA 378cA 504bA 742aA 945aA
8mL  177eA 257dA 412cA 534bA  757aA  89,6aAB
Brachiaria
6 12 24 36 48 60
OmL  117eA 21,1dA 318cA 456bB 630aB 633aB
4mL  160eA 255dA 389cA 531bAB 722aAB 87,1aA
8mL  179eA 285dA 451cA 594bA 784aA  893aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e da mesma letra

maiuscula ndo diferem entre si na coluna a 5% de probabilidade (teste de Tukey).
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4.9.3 Avaliacao da atividade enzimatica in vivo no fluido ruminal de cabras

Embora os resultados obtidos nos testes in vitro realizados anteriormente terem
sido bastante promissores, no rimen ha um fluxo constante de matéria. Dessa forma,
foi necessério verificar se a atividade enzimatica persistia as condi¢coes “adversas” no
fluido ruminal dos caprinos. Inicialmente foi testada a estabilidade enzimética no fluido

coletado de cabras antes da alimentagéo e da adi¢cao do extrato (Figura 39).
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Figura 39 — Estabilidade da xilanase e CMCases em fluido ruminal coletado de cabra durante 6
horas a 40°C.

A andlise da Figura 39 indicou que até o periodo de 4 horas a atividade de
xilanase permaneceu acima de 50%, enquanto que a CMCase, ap6s 1 hora em
contato com o fluido, perdeu mais de 50% de sua atividade e, chegou a desaparecer
em 6 horas de incubagdo. Desse modo, concluiu-se que a CMCase néao foi estavel
neste meio podendo ter sido inibida devido a presenca de alguma substancia liberada
pelos proprios microrganismos do rumen ou por algum ion presente, ou até mesmo

por sua diluicdo nesse meio, a qual pode ter reduzido sua atividade.
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No experimento in vivo (Figura 40), ndo foi verificada atividade de CMCase,
mas foi observada excelente atividade de xilanase, a qual pode ser atribuida a
xilanase adicionada mais aquela produzida pela microbiota ruminal.

Na Figura 40 A, observou-se que a quantidade de xilanase nos animais
tratados com a enzima foi maior do que nos animais nao tratados durante a maior
parte do experimento. Apds quatro horas de tratamento, as quantidades de xilanase
daqueles que nao receberam a enzima atingiram niveis maiores a dos animais
tratados. Assim, os niveis enzimaticos dos animais tratados decairam em 5 horas de
experimento, enquanto que dos nao tratados aumentou. O mesmo quadro pode ser
observado, quando foi feita a diferenga entre os niveis da enzima presentes nos
animais tratados e néo tratados (Figura 40 B) ou quando foi feita uma relagéo entre os
niveis de xilanase presentes nos animais tratados e nao tratados com xilanase (Figura
40 C).

Ao iniciar o experimento, os animais que seriam tratados receberam o extrato
de A. japonicus o que pode justificar a elevada atividade de xilanase na primeira hora
do experimento mesmo com a alimentacdo fornecida as cabras, e com diluicdo da
enzima no rumen. Observou-se ainda, que durante as trés primeiras horas a atividade
de xilanase nos animais tratados foi cerca de duas vezes maior que nos animais nao
tratados.

Contudo, a Figura 40 nos mostra que a xilanase adicionada foi estavel no
ambiente ruminal durante apenas 4 horas de experimento, sendo que apds este
periodo a atividade de xilanase nos animais nao tratados se aproximou dos tratados.
Dessa forma, se este extrato for continuamente adicionado na alimentagéo,
ocasionara aumento da digestibilidade. Tal pratica pode ser efetuada, mediante a
aplicagdo da enzima no alimento, garantindo assim o fornecimento continuo da
enzima, juntamente com o alimento volumoso (forragem) e, este tipo de procedimento
ja tem sido realizado, principalmente em dietas de vacas leiteiras (Yang et al., 2000;
GADO et al., 2009).
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Figura 40 — Desempenho de xilanases em rdmen de caprinos. (A) Atividade xilanasica em
animais tratados e ndo tratados com extrato; (B) Diferenca entre a atividade nos rimens de
caprinos tratados e ndo tratados; (C) Relacdo entre a atividade de xilanase nos rimens de

caprinos tratados e nao tratados.
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5.DISCUSSAO
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As enzimas funcionam como catalisadores de reagdes quimicas entre as
células e fora delas. Sao especialmente interessantes na exploragdo industrial de
fontes naturais renovaveis e ainda apresentam uma vantagem sobre processos
guimicos, sendo mais seguras para 0 meio ambiente, mais especificas e faceis de
serem controladas (FAGERSTROM, 1995). Uma das fontes mais utilizadas pelas
industrias para a obtencdo de enzimas sdo 0s microrganismos, isto ocorre em
decorréncia do desenvolvimento da microbiologia, que levou a elucidagdo dos
mecanismos de producdo e secrecdo enzimaticas, especialmente em fungos
(DEMAIN, 2000).

Microrganismos sao cada vez mais empregados como agentes biotecnolégicos
capazes de sintetizar compostos de interesse, assim como alguns fungos filamentosos
que tém demonstrado secretar grandes quantidades de proteinas no meio de
crescimento (MISHRA e MAHESHWARI, 1996). Os fungos estao, portanto, atraindo
crescente atencdo como fonte de enzimas para conversdes industriais (PANDEY et
al., 2000a).

Neste sentido, a bioprospeccdo de fungos filamentosos, além de explorar a
microbiota do estado de Sao Paulo, ainda é um importante mecanismo de descoberta
de novas fontes enzimaticas a qual € um segmento de rapido crescimento na industria
de biotecnologia. A coleta e selegdo de microrganismos produtores de xilanases e
CMCases constituiram etapas importantes deste trabalho, uma vez que para se
utilizarem as enzimas produzidas por uma determinada linhagem microbiana, esta
devera expressar a proteina de interesse em quantidades consideraveis. Com o
objetivo de identificar novas cepas de fungos com boa producdo de enzimas
fibroliticas, foram realizadas trés coletas em diferentes areas de pastagens do estado
de Sao Paulo. Com o screening realizado foi possivel selecionar varios organismos
bons produtores, mas para este estudo foi selecionado o Aspergillus japonicus Saito.
Este resultado vai ao encontro de outros resultados prévios publicados por nosso
grupo de pesquisa, uma vez que este género tem se destacado como bom produtor de
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enzimas do sistema xilanolitico (RIZZATTI, 2000, 2004; RIZZATTI et al., 2001, 2008;
SANDRIM et al., 2005).

Diversos microrganismos tém sido estudados devido a produgédo de enzimas
celulolicas e xilanoliticas. Dentre eles destacam-se géneros de Trichoderma
(atualmente com nova terminologia Hypocrea), como o Trichoderma harzianum
(SILVEIRA et al., 1999) e o Trichoderma reesei (WEN et al., 2005); géneros de
Aspergillus como o Aspergillus oryzae (ZAWADI et al., 2008) e o Aspergillus foetidus
(AMITA e MADMWAR, 2005) e diversos outros como Paecilomyces, Penicillium,
Termoascus (YANG et al., 2006; CHAVEZ et al., 2006; MESHRAM et al., 2008; DA
SILVA et al.,, 2005) etc., sendo os géneros Trichoderma e Aspergillus os mais
explorados.

Também ¢é descrito na literatura que a espécie A. japonicus produz diversas
enzimas como, por exemplo, a producdo de pectinases (TEIXEIRA et al., 2000;
SEMENOVA et al., 2003), a produgcdo de B-xilosidases (WAKYIAMA et al., 2008;
PEDERSEN et al., 2007), celulases (KUNDU et al., 1988) e fitases (PROMDONKOQY et
al., 2009).

Grandes quantidades de enzimas sao requeridas em processos industriais nas
quais as enzimas devem ser especificas, assim a producdo enzimatica deve ser
maximizada, para tanto sao necessarios estudos de melhoramento do meio de cultivo
em condi¢des que barateiem a producao destas enzimas, o que pode ser feito através
da utilizacao de residuos agroindustriais de forma que aumente a atividade enzimatica
com finalidade de produgao industrial em larga escala para aplicagao biotecnolégica
como, por exemplo, é o objetivo deste trabalho na aplicagdo em digestibilidade em
ruminantes.

Apds a selecdo de bons produtores de xilanase, iniciaram os estudos de
padronizagdo das condi¢des de cultivo visando aumentar os niveis enzimaticos, uma
vez que a demanda do mercado exige a obtengao de grandes quantidades de enzima.
No processo de padronizagéo e otimizagdo do meio de cultivo, além da escolha do
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meio, varios outros parametros devem ser considerados, como densidade de inéculo,
espécie e concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio, pH inicial, etc. O primeiro
passo para tais estudos de melhoramento foi durante a selegdo da cepa melhor
produtora de enzimas fibroliticas de interesse, onde foi variado o meio liquido na
fermentagdo submersa, o qual selecionou o fungo A. japonicus e, como melhor meio
liquido, o denominado de SR (RIZZATI et al., 2001).

As atividades microbianas sao intensamente afetadas pelas condi¢coes
guimicas e fisicas de seus ambientes. O entendimento das influéncias ambientais
ajuda a explicar a distribuicdo dos microrganismos na natureza, tornando possivel o
desenvolvimento de métodos para o controle ou a otimizagdo das atividades
microbianas. Quatro fatores importantes foram identificados por desempenharem
papéis no controle do crescimento microbiano: temperatura, pH, disponibilidade de
agua e oxigénio (MADIGAN et al., 2003).

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que afetam o
crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos. Cada organismo apresenta uma
temperatura minima, abaixo da qual € incapaz de crescer, uma temperatura étima, em
que o crescimento ocorre rapidamente, e uma temperatura maxima, acima da qual
ocorre a morte microbiana. A temperatura 6tima de crescimento de um organismo
sempre se encontra mais préxima da temperatura maxima do que da temperatura
minima (MADIGAN et al., 2003).

Os microrganismos sdo classificados de acordo com sua temperatura de
crescimento: psicréfilos (baixas temperaturas), mesofilos (temperaturas medianas),
terméfilos (altas temperaturas) e hipertermofilos (temperaturas muito elevadas)
(MADIGAN et al., 2003).

Nesse sentido, o efeito da temperatura de cultivo sobre a sintese de xilanase e
celulase e o crescimento micelial do fungo A. japonicus foi estudado incubando-se o
microrganismo de 25 a 50°C. Nas placas com meio sélido de PDA, houve crescimento
em temperaturas entre 25 e 40°C e, como a 50°C nao houve desenvolvimento micelial
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do fungo, nos préximos experimentos com as fermentagdes, a temperatura foi variada
apenas de 25 a 45°C. Foi possivel, dessa forma, observar que a melhor temperatura
de crescimento e producao foi 30°C.

Esse resultado condiz com o descrito na literatura, na qual o género A.
japonicus produz maiores atividades enzimaticas em temperatura ambiente, como por
exemplo, podemos citar a producado de pectinases segundo TEIXEIRA et al. (2000)
utilizando temperatura de crescimento a 30°C, e a producao de B-xilosidase segundo
WAKYIAMA et al. (2008), também utilizando 30°C. E ainda, outros autores como
BINUPRIYA et al. (2006) e KUNDU et al. (1988) descreveram que a cepa de A.
japonicus utilizada cresciam a temperatura ambiente (27°C e 28°C).

O estabelecimento de uma temperatura 6tima de cultivo na produgdo de
enzimas por microrganismos € pratica rotineira neste tipo de estudo e a temperatura
ideal estd evidentemente relacionada as caracteristicas de cada microrganismo.
Assim, correlacionando a temperatura com o local de coleta, pode dizer que o fungo
isolado de solo possui temperatura 6tima de crescimento préxima a temperatura
ambiente, sendo considerado um microrganismo mesofilico segundo MADIGAN et al.
(2003).

A possibilidade de utilizar residuos agroindustriais para a producao enzimatica
como fonte de carbono, fornece substratos alternativos e baratos, além de contribuir
na solugdo de problemas ambientais em relagdo ao descarte em que 0s mesmos
podem causar ao meio ambiente e, por reduzir significativamente o custo de producao,
resulta em uma mercadoria menos onerosa. Devido a tal importancia e ao baixo custo
que estes residuos apresentam na producdo enzimatica, foram testados varios
residuos agroindustriais e o microrganismo escolhido foi capaz de crescer e sintetizar
enzimas em muitas delas.

Dentre os residuos estudados, o farelo de soja apresentou um maior destaque
para a produgao de xilanase em ambos os tipos de fermentagéo, onde podemos inferir
gue embora sua composicao de hemicelulose seja menor quando comparado ao farelo
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de trigo, a hemicelulose contida neste substrato pode estar melhor exposta, uma vez
que o conteudo de lignina e celulose € menor o0 que pode torna-la mais acessivel,
facilitando a acdo das hemicelulases.

Em relacdo a producao de CMCase, na FES o farelo de trigo apresentou uma
producéo de cerca de 30% maior que o bagaco de cana. Neste caso, tanto o farelo de
trigo em questao quanto o bagago de cana apresentam consideraveis quantidades de
celulose em sua composi¢cdo. No mais, pode ser feita a mesma consideragdo acima
para o farelo de trigo na producao de celulase, uma vez que a proporgao de lignina no
bagaco de cana é quatro vezes maior quando comparado ao farelo de trigo
(GRAMINHA et al., 2008) assim, a celulose mesmo em grande proporcao, estaria
melhor exposta na parede vegetal do farelo de trigo que no do bagaco de cana,
embora o0 bagago possa também contribuir com a celulose disponivel. Os substratos
tifton-85, Brachiaria alta e baixa e silagem de feno apresentaram resultados parecidos
para a producdo de ambas as enzimas, porém, observa-se que a composicao de suas
paredes celulares é considerada diferente, uma vez que o Tifton-85 apresenta maior
quantidade de lignina. No entanto, estes capins testados como fontes ndo induziram
boa produgédo enzimatica comparado aos residuos. Ja na FSm, o farelo de trigo foi
considerado a melhor fonte de carbono, embora o sabugo de milho também tenha
resultado em quantidades semelhantes de atividade. O mesmo raciocinio pode ser
aplicado uma vez que o sabugo de milho apresenta maiores quantidades de lignina
que o farelo de trigo, mas contém também maior porcentagem de celulose, assim a
celulose pode estar melhor disponivel em ambos os residuos, nos indicando um
resultado parecido.

A unidao de outra fonte de carbono em ambos os tipos de fermentagéo,
provocou aumento da atividade de xilanase em cerca de 7% em relagéo ao controle
(farelo de soja) na FES e de cerca de 80% na FSm, provavelmente devido a adi¢cao de
sabugo de milho moido as culturas, o qual pode provocar maior aeragao ao meio de
cultura (PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008a). Na producdo de celulases, houve
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aumento de aproximadamente 10% na FSm, mas em FES o aumento desta atividade
nao foi tao significativo. Contudo, como o bagago de cana é um residuo agricola
abundante na regido, seria interessante produzir enzimas a partir desta fonte, assim, a
mistura bagaco de cana e farelo de trigo (1:3 g/g) foi padronizada.

Estes resultados podem-se comparar com os obtidos por Peixoto-Nogueira et
al. (2008a), o qual descreveu que quando se adicionou sabugo de milho ao farelo de
trigo, utilizado para produgdo de amilases por Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis, a atividade amildsica aumentou em cerca de 5-30% em relagdo ao
controle utilizado.

O umedecimento do meio com solugbes salinas e agua foi outro importante
experimento para maximizagdo da producao da fermentacao em estado sélido. Para
estes experimentos, o A. japonicus apresentou um bom crescimento em todas as
solugdes testadas, obtendo aumento da producéo xilanolitica para os sais Khanna e
da producéo celulolitica para os sais SR, provavelmente por disponibilizar nutrientes,
entre eles, o nitrogénio presente nestas solugdes. Portanto, as solugbes de sais
contribuiram significativamente para a produgcédo enzimatica, exceto no observado para
os sais Vogel cuja producao de xilanase foi drasticamente diminuida, talvez devido a
algum composto presente que inibe a secrecao desta enzima em FES.

A fonte de nitrogénio bem como a disponibilidade deste elemento, também
influencia tanto no crescimento quanto na produgdo enzimatica do microrganismo. Em
nosso laboratério foi observado que a suplementacdo do meio de cultura com fontes
adicionais de nitrogénio poderia resultar num incremento da atividade de varias
enzimas como, por exemplo, na atividade xilanolitica com a adicdo de nitrato de
aménio no cultivo sélido com farelo de trigo descrita por SANDRIM (2005) e, na
atividade lipolitica descrita por VICI (2008), com a adicdo de peptona.

Neste experimento, o A. japonicus apresentou excelente crescimento em FES
quando o meio sélido foi suplementado com fontes organicas de nitrogénio como
peptona, extrato de levedura e uréia, sendo que a peptona obteve melhores resultados
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em ambas as produgdes enzimaticas. Dentre as inorganicas, apenas para a producao
xilanolitica foi observado um aumento em relacao ao fosfato de amoénio monobasico e
ao acetato de amoénio. J& na FSm, ndo foi possivel determinar a melhor fonte de
nitrogénio para a celulase, mas observou-se aumento de producgéo xilanasica quando
se utilizou peptona, fosfato de aménio e extrato de levedura (componentes ja
presentes no meio SR utilizado).

Entretanto, como o meio liquido SR foi padronizado, houve necessidade de
otimiza-lo visando analisar como a concentracdo dos trés componentes deste meio
influenciavam na atividade enzimatica. Para tanto, foi indispensavel realizar o design
de experimentos utilizando ferramentas estatisticas. Assim, foi feito um planejamento
fatorial 2%, utilizando-se trés fatores em dois niveis, o qual teve a intencéo de verificar
os efeitos da variagdo da concentracao de peptona, extrato de levedura e fonte de
carbono sobre a producgéo de xilanase e celulase e se a interacao entre eles causaria
um efeito positivo ou negativo na producao. Através dos resultados, pode-se concluir
que o0 uso deste planejamento experimental resultou em um aumento de
aproximadamente 16,3% na producao de xilanase e 50% na de celulase sobre os
valores obtidos com o meio base (SR original). Assim, foi padronizado um novo meio
de cultivo liquidi para producao de ambas as enzimas, utilizando as concentracdes
otimizadas estatisticamente.

Analises estatisticas para otimizacdo de meios de cultura para producao
enzimatica tem sido intensamente utilizadas nos ultimos anos, como verificado em
alguns trabalhos como Berlin et al. (2007) para producao de enzimas lignoceluloliticas
pela cepa de Trichoderma reesei; Rispoli e Shah, (2008) para produgédo de cutinase
por Colleotrichum lindemuthianum, Damasso et al. (2002) ou Alam et al. (2008) para
producdo de celulase por Termomyces lanuginosus e por Trichoderma harzianium,

respectivamente, entre outras.
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O tempo durante o qual um microrganismo permanece incubado influencia
fortemente em sua producdo enzimatica, uma vez que a incubagdo por um periodo
curto pode nao resultar na produ¢cdo maxima de que o microrganismo é capaz.

Analisando os resultados referentes ao tempo de cultivo para FES foi possivel
verificar que o fungo A. japonicus apresentou facil adaptacdo ao meio, observando-se
uma fase lag curta, ja a fase logaritmica foi bem definida iniciando por volta de um ou
dois dias, nessa fase o microrganismos teria necessidade de recursos prontamente
assimilaveis garantindo assim, sua sobrevivéncia, o que pode ser verificado no pico de
atividade obtido em 3 e 6 dias. Apo6s 3 (xilanase) e 7 (celulase) dias foi observado um
declinio no crescimento talvez devido a escassez de nutrientes, também por excesso
de compostos excretados ao meio e por acao de proteases.

Em FES, o fungo obteve melhor produgdo para xilanase em 3 dias e para
celulase em 6 dias. Este tempo de producdo condiz com a Figura 2, que mostra a
composicao da parede celular vegetal, onde a hemicelulose est4d sobreposta a
celulose. Assim é necessario que, primeiramente 0 microrganismo produza xilanase
de forma a degradar a hemicelulose a qual recobre as fibras de celulose, para entao
produzir celulases que passem a degradar as fibras de celulose, entretanto, o tempo
de cultivo apresentado pelo A. japonicus concorda com a ordem de degradacdo da
parede celular, apresentando assim, tempos diferentes para a xilanase e celulase.

Na FSm, também é observado uma fase de adaptagédo curta, em torno de 3
dias para ambas as enzimas, porém quando o fungo € submetido a um estado
estacionario, observa-se um comportamento diferente em relagcdo ao crescimento. A
producd@o enzimatica em estado estacionario foi melhor durante 6 dias para a xilanase
e 5 dias para a celulase obtendo também uma atividade enzimatica maior que quando
sob agitagdo. Na literatura sdo encontrados tempos de cultivo de 96 horas para
CMCase em meio sélido com forragem de milho pelo fungo Aspergillus terreus
segundo Gao et al. (2008), também de 96 horas para xilanase em meio sélido com
sabugo de milho segundo Shah e Madamwar (2005) com o fungo Aspergillus foetidus,
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e 144 horas para Panagiotou et al. (2005), utilizando forragem de milho com o fungo
Fusarium oxysporum.

Uma surpreendente propriedade dos microrganismos é sua capacidade de se
adaptar a ambientes extremos, como em diferentes pHs. Assim, verificou-se que o pH
inicial do meio influencia negativamente na produgédo de celulase e xilanase em pHs
extremos, ao contrario do observado por Gao et al. (2008), cuja celulase produzida por
A. terreus tem seu nivel maximo de produgédo em pH 2. Em relagdo ao crescimento,
este foi prejudicado em condigdes levemente &cidas. Em contrapartida, para o
crescimento de Rhizomucor pusillus, segundo Silva et al. (2006) o valor 6timo ficou em
torno do pH 4,0, sendo que para produgédo enzimatica ficou em torno de pH 6,0. Estes
resultados reforcam a hipétese de aplicagdo industrial da xilanase e celulase em
digestibilidade bovina, uma vez que o rimem possui em pH ligeiramente acido e o A.
japonicus pode produzir enzimas com tolerancia a estes ambientes.

A densidade de conidios no in6culo mostra-se muito importante, uma vez que
uma maior quantidade de esporos viaveis inoculados poderia levar a um aumento na
massa micelial. Assim, tanto em FSm quanto em FES, a contagem de conidios foi
muito relevante, onde se verificou uma relacao direta entre o aumento dos esporos
inoculados, aumento da secrecdo de enzimas e aumento do crescimento. Portanto, a
quantidade considerada ideal de indculo foi de 107 conidios/ mL. Comparando-se com
a literatura, verificou-se que o Paecilomyces variotii, para produgcdo de amilases
(MICHELIN et al., 2008), necessitou de uma concentragao préxima a requerida pelo A.
japonicus para producéo das enzimas 10° conidios/mL.

Foi testada também, em FSm, se a presenca de Tween 80 alterava a atividade
enzimatica, assim como para GIESE et al. (2004) na produgéo de lacases. Porém o
Tween 80 causou um efeito negativo na produgédo enzimatica devido a diminui¢céo de
produgdo que proporcionou sua adigado, significando um decréscimo de 50% para
xilanase e 35% de celulase. A disponibilidade de agua em FES também foi variada,
obtendo melhor proporcdo de 1:2 (p/v) como ja havia sendo utilizada. Assim, estes
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experimentos nao alteraram a atividade, apenas comprovaram que se estava
utilizando as condicdes certas.

Em sintese, apés a padronizagdo e otimizagdo das fermentacdes solida e
submersa foi necessaria uma comparacao entre as duas de forma a se obter o melhor
nivel enzimatico para aplicacdo. Portanto, foram realizadas ambas as fermentagoes
utilizando a mesma cepa e, os melhores resultados foram para a FES escolhendo-a
assim para produgdo de celulase (CMCase) e xilanase para aplicagdo na
digestibilidade de ruminantes.

A FES, por sua vez, acaba sendo a melhor alternativa, pois sabe-se que
atualmente a demanda do mercado exige a obtengdo em larga escala da enzima de
interesse e que esta devera apresentar o maximo de atividade e um preco competitivo.
Assim, os estudos com enzimas produzidas a partir de fermentacdo soélida, além de
aumentar a producdo, também utilizam substratos baratos como o farelo de soja, de
trigo, bagaco de cana e sabugo de milho.

Segundo dados da literatura, no cultivo em estado sé6lido € comum registrar
maior produtividade (DILLON, 2004) em comparag¢ao ao cultivo submerso, além de
reduzir os custos de producgao, fator sempre considerado pelos pesquisadores da area
de biotecnologia (PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009; CARDELLO et al., 1994;
GUIMARAES et al., 2001; RIZZATTI et al., 2001; OOIJKAAS et al., 2000; PANDEY et
al., 2000b).

O baixo custo na producdo enzimatica em FES deve-se a fatores como: (1)
rara ocorréncia de contaminacdo bacteriana, dispensando a aplicagdo de
pentabidticos; (2) o volume de &gua utilizado é menor; (3) a técnica de cultivo €
simples e por isso exige pouco investimento; (4) o gasto de energia elétrica € menor,
visto que neste tipo de cultivo o fungo é mantido apenas em condi¢ao estacionaria; (5)
€ comum a utilizacdo de substratos baratos como residuos agroindustriais para a
producao enzimatica (GAO et al., 2008; PANAGIOTOU et al., 2005; PEIXOTO-
NOGUEIRA et al., 2008a). No entanto, o cultivo em substrato sélido apresenta uma
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desvantagem a ser destacada: por ser um sistema bastante heterogéneo seu
monitoramento € mais dificil, mas estudos para o desenvolvimento de tecnologias que
superem essas dificuldades tém sido realizados.

Na tentativa de aumentar os niveis de celulases, foi realizado um screening de
Trichoderma, que segundo descrito na literatura € um dos melhores produtores
(DILLON, 2004), porém nao houve sucesso. Todavia, foi selecionada uma cepa para
testar a simbiose entre A. japonicus e Trichoderma, pois ha registros na literatura de
simbioses realizadas entre estas duas espécies que obtiveram sucesso na producao
de xilanases e celulases (GUTIERREZ-CORREA e TENGERDY, 1997, 1998;
GUTIERREZ-CORREA et al., 1999; CASTILLO et al., 1994; DUENAS et al., 1995).
Porém, os resultados da simbiose nao foram tdo animadores quanto os encontrados
para xilanase por GUTIERREZ-CORREA e TENGERDY (1998) em FES (412 U/g na
simbiose entre T. reesei e A. niger ou 382 U/g na simbiose entre T. reesei e A.
phoenicis), ou para celulase (166 U/g para endoglucanases e 19 U/g para FPase na
simbiose entre T. reesei e A. phoenicis) por DUENAS et al. (1995). Enquanto que para
a simbiose realizada com T. reesei e A. japonicus valores de xilanase menores que
127 U/g e de celulase menores que 20 U/g foram encontrados.

Em suma, segundo Biely (1985) a maioria dos organismos Xxilanoliticos sédo
invariavelmente celuloliticos e, frequentemente, secretam misturas complexas de
celulases e xilanases. Assim, analisando os dados obtidos pode-se concluir que o A.
japonicus € um bom produtor de enzimas celuloliticas e xilanoliticas, além de néo
encontrar nenhuma referéncia bibliografica a respeito de sua aplicacdo em nutricao
animal sendo, dessa forma, utilizado para esta finalidade.

Os métodos de caracterizagao enzimatica tornaram-se ferramentas importantes
para verificar sua aplicabilidade industrial. Assim, foram determinados neste estudo
parametros bioquimicos como tempo, temperatura e pH de reagcdo, bem como as
estabilidades térmicas e quimica (pH) para ambas as enzimas em estudo. Embora o
Aspergillus japonicus seja considerado mesofilico, as temperaturas étimas de reacéo
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obtidas para as enzimas foram de 60°C para xilanase, similares a encontrada para
outras espécies de Aspergillus como: A. fischeri, A. kawachii, a. oryzae, A. sojae, A.
niveus e A. sydowii (BEG et al., 2001; POLIZELI et al., 2005; PEIXOTO-NOGUEIRA,
2008) e para Fusarium oxyspoeum F3 (CHRISTAKOPOULOS et al., 1996) e, 55°C
para CMCase que apresentou uma temperatura menor quando comparada com a
obtida por A. terreus descrito por Gao et al. (2008), porém similar a encontrada para
Termoascus aurantiascus (DA SILVA et al., 2005) e para Humicola isolens
(HAYASHIDA e YOSHIOKA, 1980). Portanto, de acordo com as temperaturas étimas
encontradas pode-se considerar que as enzimas em estudo produzidas pelo A.
japonicus sao termotolerantes.

Quanto a termoestabilidade enzimatica, a xilanase bruta apresentou-se ativa
por 120 minutos de pré-incubagao nas temperaturas de 30 a 60°C, mantendo cerca de
100% de sua atividade residual, corroborando com os resultados descritos por Da
Silva et al. (2005) na qual a xilanase de Termoascus aurantiascus manteve-se estavel
por 60 minutos na faixa de temperatura entre 40 e 60°C. Embora apds 30 minutos a
atividade residual da xilanase reduziu drasticamente nas temperaturas de 65 e 70°C,
restando apenas 30% de atividade residual, apds 24 horas a 30 e 40°C esta manteve
80% de sua atividade. A CMCase apresentou menor estabilidade a 30 e 40°C quando
comparada a xilanase e também quando comparada a CMCase descrita por Da Silva
et al. (2005), a qual manteve 100% de sua atividade até 60°C.

Outro parametro utilizado para caracterizagédo enzimatica é o pH no qual sua
atividade é maxima. Pequenas variagbes no pH podem conferir comportamentos
diferentes entre as proteinas, como por exemplo, o decréscimo ou aumento da
atividade enzimatica. O pH étimo de ambas as enzimas estudadas no extrato bruto foi
relativamente &cido, pH 4,0, com queda de atividade em escalas superiores. Este pH
condiz apenas com os resultados encontrados para xilanases de A. aculeatus, A.
sudowii, A. terreus e A. awamori, uma vez que para as outras espécies Aspergillus o
pH étimo encontrado sao relativamente maiores, de 5,0 — 8,0 (POLIZELI et al., 2005).
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Ja o pH encontrado para a CMCase corrobora com o encontrado por Da Silva (2005),
porém discorda do resultado encontrado por Gao et al. (2008), cuja celulase produzida
por A. terreus possui pH 6timo de 2,0. E conhecido que praticas modernas de
alimentacao levam frequentemente o pH ruminal ao sub-6timo para a degradacao da
fibra. Dado o pH étimo da enzimas em estudo como &cido, a adicdo destas na
alimentagdo podem aliviar os efeitos adversos sobre a degradacdo de fibra
(COLOMBATTO et al., 2007).

Em relagéo a estabilidade ao pH, a xilanase de A. japonicus foi estavel na faixa
de pH entre 4,0 - 8,0, corroborando com outras xilanases como por exemplo a de A.
oryzae (POLIZELI et al., 2005), A. fischeri (TECHAPUN et al., 2003; POLIZELI et al.,
2005) e Termomyces lanuginosus (LI et al., 2005) que tiveram resultados de
estabilidade entre 5,0 - 8,0. A CMCase produzida pelo mesmo apresentou maior
estabilidade na faixa de pH entre 5,0 e 7,0, diferentemente do encontrado para a
CMCase de Termoascus aurantiascus (DA SILVA et al., 2005) que foi estavel em
quase 100% na faixa de pH 3,0 a 8,0. Ambas as enzimas depois de estocadas em
freezer diminuiram sua capacidade de atuagéo. A xilanase quando congelada, perdeu
44% de sua atividade apds 6 meses e, a celulase quase 100%.

Na reacdo enzimatica, alguns ions sdo capazes de aumentar ou diminuir a
atividade de determinadas enzimas. As xilanases secretadas por A. japonicus foram
influenciadas negativamente por NaCl, NH,Cl e KCI quando adicionados na reagao.
Enquanto que para a CMCase, o MnCl, aumentou 64% de sua atividade residual e, o
KCI reduziu em quase 60% sua atividade. Em nosso laboratério foi observado um
aumento em 85% na atividade de amilases produzidas por A. phoenicis quando se
adicionou MnCl, e de 32% quando adicionado CaCl, (BENASSI, 2006), redugédo de
50% na produgao de pectinases por Paecelomyces variotii ao adicionar Ag™ a 1 mM,
de 35% ao adicionar MgCl, a 10 mM e de cerca de 85% ao adicionar ZnCl, na reacao
enzimatica (DAMASIO et al., 2009). Ainda podemos citar uma ativagdo de xilanases
produzidas por A. phoencis ao adicionar os ions Mg*?, NH,* e Ca*? (RIZZATTI et al.,
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2001) e por fim, foi verificado também aumento na atividade de poligalacturonase
produzida por A. niveus na presenca de EDTA (10%) e de MnCl, (16%) a 1 mM
(MALLER, 2008). Outros autores como Fengxia et al. (2008) verificou ativagdo na
atividade xilanasica de A. ficuum quando adicionado Cu*? e inibicdo por Hg? e Pb*2.

A especificidade enzimatica por diferentes substratos é outro aspecto
interessante de se conhecer, de forma a verificar a atuacdo da enzima. Assim, a
xilanase foi especifica ao substrato xilana, sendo que a xilana Birchwood (previamente
utilizada como substrato) apresentou melhor resultado. A xilana de eucalipto e Oat
spelt obtiveram respostas mais baixas, fato este que pode ser atribuido as diferentes
quantidades de ramificagées e grupos presentes nas mesmas. Rizzatti (2004) testou
ou mesmos substratos xilanolitico para as xilanases do fungo A. phoenicis e obteve
como melhor resultado a xilana Larchwood.

A ultima etapa deste trabalho consistiu na aplicacao das enzimas em estudo na
digestibilidade de ruminantes. A aplicagdo de xilanases iniciou na década de 80,
primeiramente em ragbes animais, seguida pela adicdo em produtos na alimentacao
de humanos e, posteriormente, em industrias téxteis e papeleira. Atualmente, a
demanda do mercado por enzimas mais estaveis, com notdveis caracteristicas de
aplicacoes biotecnoldgicas tem crescido rapidamente. A utilizacdo de enzimas como
xilanase e celulases em ragdo de ruminantes ja tém sido comercialmente realizadas,
entretanto, estudos como este, onde se padroniza a produgdo destas enzimas de
modo a torna-las mais acessiveis e com baixo custo (utilizando-se residuos
agroindustriais), seguindo-se com testes de aplicagdo industriais, sdo de suma
importancia. Ademais, cumpre destacar que a maioria das enzimas usadas em racao
de ruminantes sdo importadas e de custo elevado. Testes como os apresentados
neste trabalho sdo muito interessantes e ainda estdo em fase de desenvolvimento e
adaptacao para as forrageiras tropicais, uma vez que grande parte dos experimentos
utilizando enzimas em ragao tem sido desenvolvida em paises de clima temperado,
como EUA e Canada.

139



Facchini, F'.D.A.

O uso de enzimas fibroliticas € uma maneira atraente de se melhorar o
aproveitamento nutricional de volumosos como a palha de arroz, bem como o das
forrageiras de clima tropical. Ademais, com o desenvolvimento de pesquisas nesta
area, espera-se que o preco dessas enzimas, em escala industrial, seja acessivel
devido aos recentes avancos na tecnologia de fermentagéo e sistemas alternativos de
producdo da enzima (BEAUCHEMIN et al., 2003).

A eficacia de enzimas fibroliticas € devida a hidrolise melhorada da fibra, o que
frequentemente aumenta a digestibilidade (DE HAAN et al.,, 2007; DEHGHAN-
BANADAKY et al., 2007) e cede mais energia metabolizavel para os ruminantes (TITI
e TABBAA, 2004). Ainda, estas trabalham em sinergia com as enzimas endogenas
microbianas do rumen hidrolisando a parede celular da planta, aumentando a digestao
dos carboidratos estruturais e a degradagcdo de material da planta no intestino do
ruminante sendo benéfica ao equilibrio total de energia no animal, podendo até reduzir
a necessidade de suplementacado na alimentagdo (NSEREKO et al., 2000; HAINZE et
al., 2003; EUN e BEAUCHEMIN, 2007a; KRUEGER e ADESOGAN, 2008; MURRAY
et al., 2007).

Inicialmente, para viabilizar a aplicagcdo do extrato enzimatico produzido por A.
japonicus foram realizados testes de citotoxicicidade, os quais néo indicaram efeitos
deletérios, podendo ser utilizados para aplicagao nos ruminantes.

Nos experimentos seguintes de hidrélise das forrageiras, observou-se que as
duas espécies do género Brachiaria se destacaram, apresentando liberagcdo de maior
quantidade de acgucar redutor, enquanto aquelas que continham maiores valores de
lignina em sua composicao, indicaram menor liberagcédo, sugerindo que a lignina possa
dificultar a hidrélise enzimatica das cadeias de xilana e celulose.

E importante frisar que, quanto maior a quantidade de lignina presente em um
alimento volumoso (forragem), menor sera o aproveitamento dos seus nutrientes,
entretanto ndo é apenas a quantidade de lignina que influencia na digestibilidade de
um alimento, mas também seu arranjo (JUNG, 1989).
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Os resultados encontrados quando se simulou o pastejo animal, utilizando os
capins sem pré-tratamento, mostraram que o extrato enzimatico pode melhorar as
condicbes do alimento aumentando a hidrélise total da fibra consumida pelos
ruminantes. Embora o pré-tratamento quimico, tenha muitas vezes o propoésito de
separar a lignina e hemicelulose da celulose, reduzir a cristalinidade da celulose e
aumentar a porosidade do material lignocelulésico, favorecendo a hidrolise enzimatica
(KUO e LEE, 2009), este por sua vez, ndo é viavel quando o material vegetal é
utilizado na alimentagéao de ruminantes, pois os pré-tratamentos a base de perdxido de
hidrogénio (MARTIN et al., 2007; CHEN et al., 2008b), 4cido sulfurico (GUO et al.,
2008; KUMAR, 2009), acido fosférico (JEIHANIPOUR e TAHERZADEH, 2009), HCI
(SUN e CHENG, 2002), aménia e hidroxido de sédio (DEAN et al., 2008;
SUBRAMANIAN et al., 2008; ROTH et al., 2009) entre outros, geram residuos tdxicos
gue podem prejudicar a saude do animal em questdo. Por isso a busca por enzimas
fibroliticas que apresentam bons indices de hidrélise, sem que haja a necessidade de
um pré-tratamento pode ser um caminho promissor e vantajoso na area de nutricao
animal.

Alguns estudos tém sido realizados no Brasil como Pirota (2009) que avaliou o
preparado enzimatico dos fungos T. indicae-seudaticae, T. lanuginosus TO-03 e T.
lanuginoisus ROB na hidrélise do capim Brachiaria decumbens sem pré-tratamento
durante 8 horas e obteve bons resultados as 6 horas para T. lanuginosus TO-03.

No entanto, quando se utilizou o capim de maneira processada (1 mm), a area
superficial de contato entre enzima-substrato aumentou de tal forma que a resposta de
hidrélise foi cerca de 45 vezes maior quando comparado ao capim nao processado.
Este resultado indica uma apreciavel atuacdo do extrato enzimatico na hidrolise das
fibras de forrageiras, podendo dessa forma, melhorar o aproveitamento nutricional do
alimento pelo ruminante, principalmente para B. decumbens e B. brizantha.

Nos estudos de digestibilidade in vitro realizado em duas etapas segundo Tilley
e Terry (1963), foram testados diferentes volumosos (cana-de-aglcar, capim
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Brachiaria, feno e silagem de milho) e analisada a FDN. O que se observou foi um
significativo aumento na digestibilidade do alimento e o consumo de matéria seca foi
elevado em cerca de 15% no feno e em 5,8% para a cana-de-agucar e, a FDN teve
aumento de 1,5-10% na presenca de enzima. Esses resultados foram satisfatorios,
pois na literatura ha estudos (MARTINS, 2003) no qual esse aumento foi de no
maximo 4,0% (QUEIROZ et al.,2004). Ha também trabalhos cujos resultados para este
tipo de teste in vitro foram semelhantes ou até mais promissores (COLOMBATTO et
al., 2003a). No entanto, ao se analisar o resultado através de programas estatisticos
verifica-se que a presenca do extrato bruto no teste in vitro ndo se diferenciou
significativamente do controle, mas apresentou diferenga entre os volumosos. Da
mesma forma, no extrato bruto contendo ligninases nao foi observado aumento
significativo estatisticamente da digestibilidade da MS e FDN, mas também se
observou diferenca entre os volumosos.

Entretanto, mesmo apdés o resultado das analises estatisticas podem-se
considerar satisfatorios os resultados mostrados neste experimento, uma vez que a
enzima exdgena, utilizada na maioria dos testes descritos na literatura, foi extraida de
produtos comerciais, cujo custo é geralmente elevado em comparagdo ao nosso
produto, genuinamente nacional, e que pode ser obtido a partir do cultivo de A.
japonicus em residuos agroindustriais, tornando além de barato, um “pool” enzimatico
capaz de promover melhor a digestibilidade alcangcando resultados parecidos com
aqueles obtidos por produtos comerciais.

Resultados anteriores realizados em nosso laboratério com extrato bruto de A.
niveus contendo xilanase, mostraram que houve um aumento significativo da
digestibilidade do alimento em 6-33,6% na presenga de enzima, porém neste teste ndo
foram aplicadas analises estatisticas como o teste de Tukey (PEIXOTO-NOGUEIRA,
2008).

Estudos semelhantes sobre a utilizacdo de enzimas exdgenas, como aditivo
em ragbes de ruminantes para melhorar a digestibilidade do alimento, também vém

142



Facchini, F'.D.A.

sendo realizados com enzimas proteoliticas (EUN e BEAUCHEMIN; 2005) ou com mix
enzimaticos (YU et al., 2005). Beauchemin e Rode (1996) revisaram diversos estudos
e concluiram que os resultados inconsistentes e variaveis nas pesquisas de diferentes
autores devem-se a fatores como: composicao da dieta (YANG et al., 2000), tipo de
preparado enzimatico (MORGAVI et al., 2001), estabilidade enzimatica (HRISTOV et
al., 1998), método de aplicagdo (YANG et al., 2000) e quantidade de enzima
adicionada (BEAUCHEMIN et al., 1997).

Outro teste de digestibilidade in vitro foi realizado de modo a verificar a
producdo de gas na digestibilidade. Dessa forma, foram realizadas medidas de
pressdo de gas em diferentes tempos. Verificou-se que até 24 horas, ndo houve
diferenca significativa estatisticamente entre as doses ministradas e o controle. Porém,
ao se analisar os alimentos testados, em 24 horas o melhor resultado foi para o capim
brachiaria, o qual indicou diferencas em cerca de 7% e 10% maiores comparados aos
outros alimentos para DIVMO e NDT, respectivamente, enquanto que a cana-de-
acucar apresentou valores de DIVMO e NDT de 15,7% e 16,3%, entre a dose de 8 mL
e o controle, em 48 horas. Este ultimo resultado indicou que a presenga de enzimas
aumentou a digestibilidade da matéria organica e contribui para um maior valor de
nutriente digestivel.

Beauchemin et al. (2003) concluiram em seus estudos que a adi¢cao de altos
niveis de enzima podem ser menos efetivos que baixos niveis, fato que também pode
ser observado no experimento in vitro deste trabalho. Em outro experimento de
producdo de gas, Jalilvand et al. (2008) verificaram que a adicdo de enzimas
(comercial) afetou a fermentacao ruminal de forragens de maneira diferente, de acordo
com o conteudo de fibra e composi¢ao dos polissacarideos presentes e, ainda, que a
concentracdo de adi¢cdao enzimatica é um fator importante na eficacia das mesmas.

E interessante comparar os resultados obtidos com os dados apresentados por
Magalhaes (2007), descritos resumidamente na Tabela 32. Pois, verifica-se que os
resultados de NDT obtidos pelo extrato de A. japonicus foram de 6 e 30% maiores em
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24 horas, no capim Brachiaria e cana-de-agucar, respectivamente e, de 22,5 - 50%
maiores em 48 horas ao se utilizar 8 mL de extrato bruto comparado aos valores da
Tabela 38. Portanto, 0 maior efeito enzimatico foi observado quando se utilizou cana-

de-agucar.

Tabela 32 — Valores de NDT (%) de acordo com obtido por Magalh&es (2007).

Item Cana-de-agucar Feno Tifton-85 B. decumbens
in vivo 65,68 74,56 60,95
Gas24h 41,02 50,78 58,38
Gas48h 45,35 62,28 66,60
Gas72h 47,51 65,11 68,52

Estes resultados da producdo de gas foram bastante promissores, de forma
que se pode inferir que a adicdo do “pool” de preparado enzimatico no alimento de
ruminantes provocou aumento da digestibilidade dos volumosos porque, ao atuarem
nos carboidratos presentes na parede das células vegetais, houve a liberacdo de
oligossacarideos, acucares menores e, portanto, mais facilmente assimilaveis pela
microbiota presente no rumen bovino que se prolifera e, quanto maior a proliferacao
desses microrganismos, maior a quantidade de enzimas (como as celulases)
produzidas por eles e, dessa forma, acarreta em um aumento na velocidade da
digestao (melhor digestibilidade), além de melhorar o aproveitamento energético e a
producédo de gordura no leite (TEIXEIRA, 1992).

Ainda analisando a producao de gas, verificou-se que a amostra de cana-de-
acucar obteve os melhores resultados estaisticos a partir de 36 horas de incubagéo,
indicando melhora na digestibilidade quando se adicionou o extrato, principalmente ao
se utilizar a dose de 8 mL nas amostras de cana-de-aglcar e Brachiaria.

Além do aumento da digestibilidade in vitro (o que ja se verificou), para que se

utilize uma enzima no setor de racoes, esta também devera resistir as condicdes
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adversas do rumen. No entanto, para investigar a estabilidade enzimatica as
condigcdes ruminais, foram realizados testes em laboratério com o fluido ruminal
extraido de cabras e ainda, foi realizado um experimento in vivo, no qual caprinos
foram tratados com o preparado enzimatico padronizado para xilanase e CMCase de
A. japonicus e alimentados com feno de milho.

Desse modo, no estudo da estabilidade ruminal em laboratério, verificou-se que
a xilanase apresentou atividade acima de 50% até 4 horas, enquanto que a CMcase
perdeu mais de 50% de sua atividade em menos de 2 horas em contato com o fluido.
Porém, como o experimento in vivo traduz melhor a realidade e como o rimen possui
taxa de passagem, ou seja, ha um fluxo constante de matéria em transito, o
experimento adicionando a enzima diretamente nos caprinos mostrou que a CMCase
nao apresentou atividade, fato que pode ser atribuido a sua diluicdo no rumen do
animal e, dessa forma, o aparelho ndo detectou niveis pequenos de agucar redutor.
Porém, a atividade de xilanase foi elevada e esta esteve presente no raimen mesmo
apds 4 horas de sua administracao. Peixoto-Nogueira (2008) avaliou da mesma forma
a estabilidade de xilanases de A. niveus no ambiente ruminal de caprinos e obteve
excelente resultado, verificando que a enzima continuava presente no rimen mesmo
apés 7 horas de sua administracao.

Assim, podemos afirmar que o extrato bruto, contendo as xilanases produzidas
por A. japonicus, foi estavel as condigbes ruminais e, provavelmente, se rotineiramente
adicionado a alimentacao, ocasionara um aumento na digestibilidade da fracao fibrosa
dos alimentos, e consequentemente no desempenho desses animais em relagdo ao
ganho de peso e producéo de leite, conforme observado por Queiroz et al. (2004).

Em suma, a adicao de enzimas exdgenas na alimentagdo de ruminantes, além
de degradar a parede celular de forrageiras por eles ingeridas e fornecer agucares
menores a microbiota ruminal provocando aumento na proliferacdo desses
microrganismos e conseqiente aumento na digestibilidade (Hatfield, 1989), também
atua degradando a porcao fibrosa do alimento que impede o aproveitamento de sua
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porcao potencialmente digerivel. Assim, possivelmente a adicdo do extrato bruto
produzido e padronizado contendo enzimas fibroliticas, principalmente xilanases,
promoveu uma eficiente degradacdo da porcao fibrosa dos volumosos testados
levando a um maior aproveitamento dos nutrientes.

Os resultados obtidos extratos de A. japonicus foram promissores no setor de
racoes. Para melhorar a atuacao deste nos experimento in vitro de digestibilidade seria
interessante utilizar em conjunto um extrato bruto rico em todas as formas de
celulases, produzido provavelmente por Trichodermas, de forma que juntos atuassem
melhorando a digestibilidade ruminal acarretando em diversas vantagens para o
animal, como descrito anteriormente. Por isso, estes resultados merecem grande
atencao e aprofundamento para que esta enzima seja, de fato, aplicada em larga
escala no setor de ragcao animal, uma vez que ja se comprovou a nao toxicidade deste

extrato bruto para células animais.
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6. CONCLUSAO
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1 Para este trabalho foi realizado uma prospecc¢ao em areas de pastagens,
isolando um total de 27 fungos, dos quais foi selecionado o Aspergillus japonicus
Saito nos experimentos realizados neste trabalho;

71 Os meios de cultivo padronizados para a producdo enzimatica foram menos
dispendiosos, uma vez que foram utilizados residuos agroindustriais como fonte de
carbono e estufas sem rotagcdo constante, reduzindo o gasto energético com
aparelhos;

71 O reduzido tempo de producéo na FES foi interessante visando a aplicacao, a
qual necessita de grandes volumes;

"1 As condicdes enzimaticas de temperatura e pH de reacdo, além das
estabilidades quimica e térmica, favoreceram a aplicacao pratica dessas proteinas;

"1 Nos testes de citotoxicidade os extratos brutos nao apresentaram efeitos
deletérios, podendo ser utilizados na aplicagcéo escolhida;

1 O extrato bruto apresentou uma promissora atuacao quando utilizado na
hidrélise de forrageiras tropicais;

71 O extrato enzimatico apresentou significancia estatistica no experimento de
producéo de gas (DIVMO e NDT), embora ndo o tenha apresentado no experimento in
vitro em duas etapas.

"1 Nos testes com volumosos (forragens), a enzima apresentou um desempenho
satisfatorio e também se apresentou estavel, tanto nos processos in vitro como nos in

vivo.
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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
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