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RESUMO

A busca por produtos de maior qualidade utilizando processos de baixo
consumo energeético e menor impacto ambiental tem aumentado o interesse
acerca da tecnologia enzimatica. As enzimas hidroliticas estdo entre as
enzimas amplamente utilizadas no mercado industrial. InUmeros trabalhos tém
apresentado o potencial de leveduras isoladas de diversas fontes para
producdo de enzimas, muitas das quais sdo utilizadas para a producédo de
biocombustiveis. O Brasil, atualmente, importa a maior parte das enzimas que
utiliza, embora apresente potencial para produzi-las em funcdo da enorme
diversidade bioldgica, ainda pouco explorada, para a descoberta de novos
organismos produtores de enzimas de interesse industrial. Diante de tal
oportunidade, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de leveduras
isoladas do cerrado Tocantinense para a producdo de amilases, celulases,
xilanases e lipases por meio de screening e fermentagdo submersa. Foram
avaliadas 205 linhagens quanto a producao dessas hidrolases em meio sélido.
Os resultados foram dados como Indice Enzimatico (IE) que representa a
relacdo entre o halo de hidrélise e o diametro da colbnia. Para cada enzima
foram selecionadas as 5 linhagens que apresentaram maior IE para
qguantificacdo de suas atividades enzimaticas usando a fermentacdo submersa
(FSb). A fim de avaliar os efeitos de pH e temperatura sobre a reacao
enzimatica, foi realizado um planejamento fatorial rotacional (DCCR) 2%. Um
total de 71% das linhagens apresentaram atividade enzimética para pelo
menos umas das enzimas testadas. Para amilase, celulase e xilanase as
atividades enzimaticas foram baixas, sendo que a maior atividade foi
observada para a enzima amilase para a linhagem AS 110 (0,07 U.mL™). A
atividade lipolitica foi mais expressiva atingindo valores de 18,19 U.mL™ para a
linhagem TAQ 164. Os fatores estudados (pH e temperatura) influenciaram as

atividades enzimaticas para a maioria das linhagens estudadas.

Palavras-chave: Substratos vegetais. Leveduras. Fermentagdo submersa.

Enzimas.
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ABSTRACT

The search for higher quality products using low-energy processes and reduced
environmental impact has increased the interest on the enzyme technology.
The hydrolytic enzymes are enzymes of widely used in the industrial market.
Several studies have shown the potential of yeasts isolated from different
sources for the production of enzymes, many of which are used for the
production of biofuels. The Brazil currently imports most of the enzymes it uses,
although it has the potential to produce them according to the enormous
biological diversity, yet little explored, for the discovery of new organisms that
produce enzymes industrial.Diante interest of such an opportunity, the objective
of this study was to evaluate the potential of yeasts isolated from Tocantinense
cerrado for the production of amylase, cellulase, xylanase and lipase through
screening and submerged fermentation. We evaluated 205 lines for the
production of these hydrolases in solid medium. The results were given as
enzymatic index (El) which represents the relation between the hydrolysis halo,
and the diameter of the colony. For each enzyme were selected the 5 strains
showed the highest IE to quantify their enzymatic activities using the
submerged fermentation (FSB). In order to evaluate the effects of pH and
temperature on the enzymatic reaction, we performed a rotational factorial
design (CCRD) 22. A total of 71% of the strains showed enzymatic activity for at
least one of the enzymes tested. For amylase, cellulase and xylanase enzyme
activities were low, with the highest activity was observed for the amylase
enzyme for the line AS 110 (0.07 U.mL™). The lipase activity was more
expressive of reaching 18,19 U.mL™ values for TAQ line 164. The factors
studied (pH and temperature) influence the enzymatic activities for most of the

studied strains.

Keywords: Vegetable Substrates. Yeasts. Submerged Fermentation. Enzymes.
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1. INTRODUCAO

O custo de producdo de uma enzima depende de varios fatores,
como a quantidade produzida, o processo de producéo e o gasto com sua
recuperacdo, e grau de pureza em que a mesma serd vendida. Quanto
mais purificada a enzima for, mais alto serd seu valor de venda (SAID;
PIETRO, 2004). Os custos em processos que necessitem de enzimas para
serem desenvolvidos podem ser reduzidos quando empregados reducéo
de custos na etapa de producdo das enzimas, bastando para isso utilizar
substratos de baixo custo, como os residuos agroindustriais. O uso desses
materiais se justifica por serem recursos renovaveis, serem subprodutos de
uma cadeia produtiva, serem produzidos em grande quantidade e na
maioria das vezes causarem um problema ambiental se ndo submetidos a
um tratamento ou aplicacgo (MATTHEW T. CAR; JAMES R.
HETTENHAUS, 2009).

O desenvolvimento tecnolégico vem crescendo anualmente, e neste
contexto os processos envolvendo a biotecnologia industrial se destacam,
visto existirem um grande numero de transformacdes que sdo oriundas
desses. Um dos principais exemplos de processo biotecnolégico em
ascensao é o de producdo de enzimas, utilizando micro-organismos, em
vista da dificuldade de sua extracdo de tecidos vegetais e animais. O
potencial de inUmeras linhagens de leveduras para producdo de enzimas
tem sido investigado e aponta para interessantes usos biotecnoldgicos
dessas enzimas. Estudos realizados através de screening em meios
sélidos especificos mostraram que algumas linhagens de leveduras
isoladas de folhas em decomposicdo produzem enzimas de interesse
biotecnolégico. Nesse sentido, esse estudo se justifica pela capacidade
enzimatica nessas populacbes de leveduras ainda pouco estudadas
representar um potencial e possibilidades de aplicacdo dessas na producao

de enzimas de interesse industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Gerail

O presente trabalho teve como objetivo verificar a producdo enzimatica
de linhagens de leveduras isoladas de folhas em decomposi¢do em produzir e

secretar celulases, lipases, amilases e xilanases.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar a produgdo de enzimas extracelulares (lipases, amilases,
celulases e xilanases) por leveduras isoladas de folhas do cerrado
tocantinense, através de screening em meios solidos especificos.

e Selecionar as linhagens com maior potencial para producdo por meio da
medicao dos halos de hidrolise formados em meio sélido;

e Quantificar a producdo de enzimas extracelulares, por meio de
fermentacdo submersa (FSb).

¢ Avaliar o efeito das variaveis pH e temperatura na reacdo enziméatica por
meio de planejamento experimental e definir as faixas Otimas
operacionais de cada varidvel através da analise de superficie de

resposta;

13



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Enzimas e 0s aspectos biotecnoldgicos da sua producéao

As proteinas especializadas que catalisam reacfes quimicas em varios
processos bioldgicos sdo consideradas especiais, e por essa razao recebem a
denominagdo de enzimas (WALSH, 2001). As enzimas sao classificadas e
codificadas pelo NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology). Essa classificacdo ocorre de

acordo com suas propriedades cataliticas formando seis grupos:

I. Oxidorredutases - atuam em reacoes de oxi-redu¢cao, por meio

da transferéncia de elétrons;

. Transferases - catalisam reacOes de transferéncia de grupos
funcionais como amina, fosfato, acil e carboxil;

[ll.  Hidrolases - catalisam reacfes de hidrolise em ligacBes do tipo
covalente;

IV. Liases - atuam na adicdo de grupos a ligacdes duplas ou
formacéao de duplas ligagbes pela remocéao de grupos;

V. Isomerases - catalisam reacdes de isomerizacdo por meio da
transferéncia de grupos dentro de uma molécula,

VI. Ligases — catalisam reacbes de sintese de novas moléculas
através da formacéo de ligacbées C-C, C-S, C-O, e C-N por meio

de reacfes de condensacao acopladas a clivagem de ATP.

As células vivas produzem enzimas com a funcéo de catalisar reacfes
guimicas em processos vitais para a sua manutencdo e sobrevivéncia. Apos
serem sintetizadas pela célula, desde que mantidas em condi¢cdes controladas
e adequadas, as enzimas poderdo operar de forma autbnoma. As enzimas
possuem uma caracteristica especifica, sua seletividade para um substrato, o
que faz com que sua acdo seja limitada ou inexistente para outros substratos
(SANT’ANA JR, 2001).

De acordo com a sua origem, as enzimas podem ser classificadas como

enzimas microbianas, enzimas de origem animal e enzimas de origem vegetal.
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Embora as enzimas ocorram amplamente em plantas e animais, aquelas de
origem microbiana representam as melhores fontes, principalmente devido a
sua ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética
(ALTAMIRANO, 2000).

Enzimas de origem microbiana possuem menor tempo de geracao,
facilidade para manipulacdo genética, escala de purificacdo, maior
especificidade e estabilidade quando aplicadas na indastria. As de origem
fungicas quando comparadas com as bacterianas possuem a maior faixa de

atuacao e sdo ainda produzidas por via extracelular (SINGH, 2012).

O metabolismo biolégico esta diretamente relacionado com 0s processos
lioguimicos catalisados pelas enzimas. Além disso, desempenham importante
papel na degradacdo da matéria organica e, portanto, na ciclagem de
elementos nos ambientes naturais. Os mais distintos tipos de enzimas
secretadas essencialmente pela microbiota presente nos ecossistemas
terrestre e aquatico possibilitam a disponibilidade de nutrientes que sustentam
a vida no planeta (BEG et al., 2001).

Nos processos envolvendo deterioracdo de alimentos, processos
infecciosos de origem microbiana e em varios processos industriais ha o
envolvimento das enzimas. Como exemplos no ramo alimenticio podem ser
citados: a producédo de vinho, cerveja, vinagre, queijo e pdo. Além disso, estdo
envolvidas na fabricacdo de couro, indigo e linho, seja a partir do crescimento
espontaneo de micro-organismos, que por meio de seu metabolismo produzem
enzimas, ou das obtidas do rumen de bezerros e de frutas como o maméo
(KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). A Tabela 1 mostra as principais

aplicacdes das enzimas em industrias e 0s micro-organismos que as secretam.
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Tabela 1. Principais aplicagdes das enzimas em industrias e 0s micro-

organismos que as secretam.

Enzimas Fonte Atuacéo Aplicacéo
Amilase Aspergillus sp. Hidrolise de goma de Amolecimento da massa;
Bacillus sp. trigo, aumento do auxiliar na producgao de
Microbacterium volume do péo. acucares para
imperiale fermentacao.
Aspergillus sp. Tempero em produtos de
Lipase Candida sp. Hidrolise de triglicerideos  queijo; modificacdo da
Rhizomucor mieh em acidos graxos e funcao da gordura por
Rhizopus sp. glicerol. esterificacao.

Bacillus subtilis

Celulase Aspergillus niger Hidrélise de celulose. Liquefagéo de frutas
Trichoderma spp. para producgéo de sucos.

Branqueamento de
Xilanase Aspergillus sp e Hidrdlise de xilana. papel, clarificagéo de
Trichoderma sp. sucos, produgéo de paes

Fonte: Adaptado de Fellows, 2006.

A evolucdo da biotecnologia nas ultimas décadas trouxe a luz uma gama
de industrias com bases na producdo de enzimas. A utilizacdo de micro-
organismos selecionados torna as enzimas de facil obtencdo e com um grau de
purificacdo maior e, além disso, uma maior facilidade de caracterizacao,
mesmo quando se trata de producdo em escala industrial ou larga escala. Os
fatores da evolucao tecnoldgica que contribuiram para uma maior producdo de
enzimas sao a recombinacdo génica, a engenharia de bioprocessos e a
evolucéo dirigida (SCHMID et al., 2002).

A obtencdo de enzimas com caracteristicas direcionadas de
especificidade, atividade e estabilidade para um substrato especifico contribui
para suas aplicacdes industriais, promovendo um espectro de aplicacdes
dessas nos mais variados processos. Este campo estd experimentando
aumentos significativos em pesquisas e desenvolvimento, resultando no
desenvolvimento de uma série de novos produtos, melhoria do desempenho e
processos de producdo de varios produtos. Devido a isso, as industrias
modernas comecaram a explorar as vantagens de enzimas nos seus processos
de producdo (TECNOCIENCIA, 2013).
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Diante desse cenario, espera-se que o mercado de enzimas global
continue a crescer. O mercado de enzimas foi avaliado em cerca de US $ 1
bilhdo em 2010 e estima-se que esse setor chegara em 1,5 bilhdes de doélares
em 2015. As vendas mais significativas nesta area tém ocorrido em enzimas
utilizadas na industria do couro, seguido pelo mercado de bioetanol. O
segmento de enzimas com aplica¢des na industria de alimentos e bebidas deve
crescer a partir de 975 milhdes de délares em 2010 para em torno de 1,3
milhdes em 2015, crescendo a uma taxa anual composta 5,1%. Dentro desse
segmento destaca-se mercado de leite e derivados (BCC, 2014).

As produgbes de enzimas estdo centradas principalmente nas
empresas: Amano Pharmaceuticals (Japdo), Novozyme (Dinamarca),
Genencor International (USA), Unilever (Holanda), Biocatalysts (Inglaterra) e
Meito Sankyo (Japdo). No Brasil a empresa Bioenzima & a principal empresa
focada na producao de enzimas comerciais, tendo como finalidade a producao
de celulases destinadas a utilizacdo em industria téxtil, onde sdo usadas
principalmente no tratamento de efluentes (SIMOES, 2007).

O mercado mundial de enzimas vem crescendo gragas ao isolamento de
NOvVoS micro-organismos presentes na natureza em seus mais diferentes
biomas e as novas técnicas de biotecnologia, como a modificacdo genética.
Essa modificacdo possibilita uma producdo mais eficiente de enzimas e
também possibilita sua utilizacdo em processos nos quais sem essa alteracao
génica ndo seria possivel, como é o caso de processos que ocorrem em
elevadas temperaturas ou em condi¢des consideradas de estresse (SERAFINI
et al., 2001). O crescimento da industria de enzimas tem sido vertiginoso,
principalmente nos setores ligados a alimentacdo animal, farmacéutica e
sintese de compostos quimicos, na industria processadora de papel e
producdo de biocombustiveis (JOHNSON, 2013).

Em uma sele¢do destinada a descobrir novos micro-organismos com
propriedades metabdlicas Uteis e de interesse econdmico, investigadores
focaram em ecossistemas de regibes geladas e quentes, e sedimentos
marinhos. A pesquisa que é realizada em ambientes extremos foi chamada de
bioprospeccgéao (BONILLA, 2013).
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No meio ambiente h4 uma vasta diversidade de micro-organismos com
potencialidade para produzir enzimas que possam ser economicamente
viaveis, entre eles bactérias, fungos filamentosos e leveduras (SANCHEZ et al.,
2009; SHARMA et al., 2013). Dentre esses micro-organismos podemos
destacar aqueles que produzem enzimas celuloliticas, xilanoliticas, amiloliticas
e lipoliticas. Diante das inumeras vantagens do uso de enzimas, muitas
pesquisas vém sendo realizadas no sentido de viabilizar o processo de
producdo destas em escala industrial, principalmente no que diz respeito a
reducado do custo de sua aplicacdo. (JAEGER;EGGERT, 2002).

Dessa maneira, € recorrente a busca pelos pesquisadores por novas
fontes de micro-organismos com alta atividade enzimética e que produzam
moléculas com diferentes propriedades e especificidades, visando a reducédo
dos custos na aplicacdo de enzimas em tecnologias industriais por meio de
novos processos de producdo ou adaptando os ja existentes, o que agrega alto

valor comercial a essas moléculas (KAMINI et al., 2000).

A descoberta da capacidade metabdlica dos micro-organismos frente a
uma vasta gama de substratos naturais forneceu a base para o inicio de
pesquisas para explorar o potencial de micro-organismos para fins industriais
usando engenharia genética para modificar e melhorar suas propriedades,
entre elas, a eficiéncia para a realizacdo dos processos que visam obtencédo de

insumos biolégicos de importancia comercial e econémica (SCHMIDT, 2010).

A Biotecnologia Microbiana tem se diversificado em termos de seus
objetivos, no entanto, sempre focada em dar solucdo a dois problemas: a
demanda mundial energética e fonte de proteina para a alimentacdo humana e
animal (BONILLA, 2013). Os micro-organismos podem produzir insumos que
sdo comumente usados para a industria de alimentos e medicamentos (acido
organicos, aminoacidos, biossurfatantes, enzimas, exopolimeros, pigmentos,
etc.), alguns dos quais, como no caso dos pigmentos e, especificamente, os
carotendides podem ser empregados com diferentes finalidades: corantes

alimentares, antioxidantes e precursores de vitaminas (OTERO et al., 2011).

Em algumas das aplicagbes microbianas séo utilizados residuos

agricolas e agroindustriais como fonte de carbono para a preparacdo de meios
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de cultura. Um aspecto relevante da Biotecnologia tem sido a recuperacéo
desses residuos, fornecendo usos alternativos para os materiais organicos que
causam problemas de poluicdo ambiental (SAVAL, 2012). Os principais
residuos oriundos de bioprocessos sdo de natureza lignocelulésica, cujas
utilizagbes podem ser destinadas a producdo de biomassa microbiana e

enzimatica para a producéao de racdes e biocombustiveis (BONILLA, 2013).

3.1.1 Amilases

Amilases séo hidrolasses e possuem a funcao de hidrolisar as ligacdes
glicosidicas dos polissacarideos, atuando sobre as ligacbes a-1,4 e a-1,6
presentes no amido (KOBLITZ, 2008). Representam importantes enzimas
industriais com aplicagcdes nas industrias téxteis, de cervejas, bebidas,
panificacdo, racdo animal, inddstria quimica e farmacéutica (GUPTA et al.,
2003; OLIVEIRA, et al, 2010).

As amilases atuam também na digestdo, como as amilases salivar e
pancreatica, na germinacao de graos e no crescimento microbiano (HIZUKURI,
1996). De acordo com Gupta et al. (2003), as amilases podem ser divididas em
trés grupos: as a-amilases, que rompem as ligacbes no interior da cadeia
(endoamilases); as B-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades néo
redutoras do substrato (exoamilases); e as glicoamilases, as quais liberam
unidades de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato. A
figura 1 mostra a acdo das amilses (os circulos representam unidades de
glicose e as setass representam a posicdo que as enzimas amiloliticas podem

hidrolisar).
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Figura 1: Hidrdlise do amido por amilases com diferentes especificidades.
Fonte: (BERTOLDO e ANTRANIKIAN, 2002).

As a-amilases catalisam a hidrélise no interior da molécula do amido
quebrando as ligagBes glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna das
cadeias de amilose ou amilopectina. Essa acdo causa a formacédo de cadeias
lineares de oligossacarideos de varios comprimentos. As 3-amilases hidrolisam
ligacdes glicosidicas a-1,4, como a a-amilase ou ambas as liga¢des a-1,4 e a-
1,6, como a glicoamilase. A glicoamilase é responsavel pela hidrolise sucessiva
dos residuos de glicose terminal dos finais ndo redutores das cadeias de
amido. Também atua nos pontos de ramificacdo a-1,6-D-glicosideo, mas com
uma velocidade muito menor. Os produtos de reacdo sao glicose e pequenas
quantidades de polissacarideos (OLIVEIRA, et al, 2010).

As a-amilases atuam sobre o amido gelatinizado e formam como
resultado as dextrinas que s&o entdo hidrolisadas pelas B-amilases. No
processamento da massa de paes a presenca de acucares na massa melhora
as caracteristicas do produto final influenciando a textura e o sabor da massa

além da qualidade do p&o, o que pode ser obtido com a adi¢cdo de enzimas
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amiloliticas na massa. As caracteristicas favorecidas neste processo séao a

viscosidade e maciez da massa (SUN, 2010).

Na producdo mundial de enzimas as amilases sdo responsaveis por
aproximadamente 25%, o que lhe confere o segundo lugar, logo apds as
proteases. Dentre elas, a mais importante é a a-amilase, que desempenha um
papel fundamental na conversdo do amido em produtos de baixa massa
molecular, os quais podem ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo
(SOUZA; MAGALHAES, 2010).

As amilases podem ser produzidas por diversos micro-organismos como
bactérias e fungos, porém, as mais conhecidas enzimas amiloliticas sdo as
produzidas por fungos filamentosos, principalmente do género Aspergillus e
Rhizopus (SOARES, 2010), sendo escassos os trabalhos que estudam a
secrecdo de amilases por leveduras (COSTA, 1996; PANDEY et al., 2000).
Dentre as leveduras produtoras de amilase temos as espécies Lipomyces
kononenkoae, Saccharomycopsis fibuligera e Cryptococcus flavus (COUTINHO
et al., 2013). O processo de hidrélise de amido quando comparado com
meétodos quimicos ainda é bastante oneroso para a industria. Dessa forma a
busca por micro-organismos capazes de realizar essa sintese é cada vez
maior, pois as enzimas microbianas sdo as que mais atendem as demandas da

industria (XIE et al., 2014).

3.1.2 Celulases

As celulases séo enzimas hidroliticas que conseguem realizar a hidrolise
de ligacdes glicosidicas B-1,4 rompendo as ligacdes glicosidicas da celulose,
liberando oligossacarideos e glicose (VITOLO, 2001). A celulose € o principal
componente dos materiais de origem vegetal ou lignocelulosicos, e € um
polimero composto de residuos de D-glicose ligados por ligacdes glicosidicas
B-1,4. As celulases sdo uma mistura de enzimas ligeiramente diferentes que
incluem enzimas endo-1,4-B-glucanase, que atacam ligacdes internas, enzimas

exo-1,4-B-glucanase, que atuam no extremo das cadeias de celulose e que
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hidrolisam o dissacarideo celobiose em duas moléculas de glicose (YAN,
2013).

A figura 2 mostra estrutura da celulose, em forma de cadeia estendida
rigida resultado de suas ligacdes por pontes de hidrogénio. O resultado € a
formacdo de micro fibrilas com elevada resisténcia a tracdo e uma baixa
solubilidade em agua (HELD, 2012).

Celulose
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H/ 0 H L‘"0_1‘\ H/—0 H 0
O \OH M/ o\w O N\oH HAy O N\oH Hay ©
H OH H OH H OH H OH

Celulase

CH20H

H,/—0.OH
\ H
HONH /'
H OH
Glicose

Figura 2: Estrutura da celulose sendo convertida para glicose.

Fonte: HELD, 2012.

As celulases podem ser aplicadas nas indastrias de alimentos,
detergentes, farmacos, cosméticos, biocombustiveis e tecidos (CALADO et al.,
2007). Sao aplicadas também na indastria de sucos (clarificacdo), na
liquefacdo do tecido vegetal e na extracdo de pigmentos de frutos que por
estarem concentrados nos tecidos epiteliais possuem baixa permeabilidade e

apresentam complexidade para se dissociar (KOBLITZ, 2008).

Essas enzimas sdo produzidas principalmente por fungos, bactérias e
protozoarios. Animais herbivoros ruminantes e cupins digerem a celulose
através da acdo de bactérias simbidticas localizadas no ramen e em seus

intestinos, respectivamente. Diversos micro-organismos sao capazes de
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degradar e utilizar a celulose e hemicelulose como fontes de carbono e energia
(SANCHEZ, 2009). As enzimas capazes de hidrolisar a celulose podem ser
produzidas por fungos, como, Trichoderma reesei, Aspergillus niger ou
bactérias como o Clostridium celluvorans. As pesquisas para a producédo de
celulase a nivel industrial tem se concentrado nos fungos, em virtude das
bactérias que produzem celulases serem anaerobicas e apresentarem reduzida
taxa de crescimento (TALEBNIA, et al., 2010).

Os fungos filamentosos com capacidade de producdo de enzimas
celuloliticas podem ser isolados de diferentes fontes: manguezais (SOUZA et
al., 2009), da microbiota de invertebrados marinhos (SILVA, 2010) e do solo
(RUEGUER e TAUK- TORNISIELO, 2004). As enzimas podem ser obtidas a
partir do cultivo submerso (CALADO et al., 2004) ou de fermentagéo em estado
sOlido. Dessa forma se demonstra a abundante variabilidade de micro-
organismos presentes no ambiente com potencial para secrecdo de enzimas

celuloliticas.

A aplicacao potencial das celulases e das B-glicosidases na producéo de
etanol a partir da biomassa lignocelulésica vem sendo objeto de estudos e,
apesar dos esforcos, ainda ndo foi produzido um complexo enzimatico
econdbmico e eficiente. A exigéncia de grande quantidade de enzimas no
processo de hidrolise e o elevado custo de obtencdo do complexo enzimatico,
que representa cerca de 40% do custo total da producdo de etanol a partir da
biomassa lignocelulésica, limita a producdo do combustivel em larga escala
(BALAT, 2011; DESWAL et al., 2011).

As celulases se destacam na producédo industrial de enzimas em todo o
mundo, sendo a terceira maior em termos de volume de ddlares, devido as
suas amplas aplicagbes. No entanto, as celulases podem se tornar o maior
volume de enzima industrial produzida e utilizada caso o etanol obtido de
biomassa lignocelulésica por via enzimatica venha a tornar-se uma alternativa
(SINGHANIA et al., 2010).
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3.1.3 Lipases

As lipases, também chamadas de glicerol éster hidrolases, sdo enzimas
hidroliticas que permitem a hidrdlise de ligacbes de éster-carboxilicas em
acilglicerdis, principais componentes de Oleos e gorduras, liberando é&cidos
graxos livres e glicerol (DE CASTRO; 2004, KOBLITZ, 2008). A figura 3 mostra

a acao da lipase sobre o glicerideo.

H,C = -
2 [ ~ HyC—COH C 0
4 o - LJP.ISC _‘.-,1?7
HC—O—(¢—R; * H0 === HC—0—C—R + R—C—OH
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A 4 l
BC—0—C—"Rs H;C—OH

Figura 3: Hidrdlise sequencial do glicerideo catalisado por uma lipase.

Fonte: CASTRO, 2004.

As lipases podem ser obtidas de diversas fontes: animais, vegetais e
microbiana (fungos, leveduras e bactérias). Em suas primeiras aplicacdes eram
extraidas do péncreas de animais e utilizadas como digestivo humano (DE
CASTRO, 2004). No entanto o maior indice de lipases comercialmente
produzidas sdo as de origem microbiana, devido a diversidade de atividades
cataliticas, alto rendimento, facilidade de manipulagdo genética, fornecimento
regular, pois ndo possuem variagdes sazonais e rapido crescimento de micro-
organismos em meios de baixo custo (HASAN, 2009).

24



As reacgOes catalisadas por lipases estdo entre 0s processos quimicos
de maior interesse para a industria (DE CASTRO et al, 2010). As lipases tem
potencial para aplicacbes nas industrias de aditivos, alimenticias, quimicas,
producdo de detergentes, tratamento de efluentes, beneficiamento de couro e
farmacéuticas (FELTES et al, 2013). O que pode ser destacado como
vantagem nas lipases € sua alta versatilidade e seu potencial de atuar na
modificacdo de gordura e sintese de compostos organicos (ADLERCREUTZ,
2013).

As enzimas lipoliticas atualmente estdo sendo estudadas devido ao seu
potencial de conduzir reacdes de transterificacdo para a producéo de biodiesel.
Na tentativa de produzir um combustivel mais sustentavel, pesquisas vém
sendo feitas no sentido de viabilizar a transesterificacdo enzimatica em escala
industrial a partir dessa enzima através da selecdo de micro-organismos que
sejam bons produtores destas, pois originam um produto de alta pureza, de
facil recuperacdo e de facil separacdo do glicerol (PINTO et al. 2005;
FALCONE, 2009; RIBEIRO et al 2011).

A vantagem ainda das lipases microbianas frente a demais €
apresentarem ampla diversidade de acordo com sua fonte de producao,

variando com o substrato utilizado, pH e temperatura (NAGARAJAN, 2012).

Diversos pesquisadores tém realizado o isolamento e selecdo de micro-
organismos produtores de lipases das mais variadas fontes. Dentre os fungos
filamentosos, os reportados como melhores produtores sdo os dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor,
Theromyces (GONCALVES, 2007). Dentre as leveduras, tem-se o registro de
algumas preconizadas como boas secretoras de lipases, sendo elas
pertencentes ao género Candida, e dentre elas as mais importantes, descritas
como de grande aplicacao industrial por produzir em grandes quantidades esta
enzima sdo as espécies Candida rugosa e Candida antarctica
(GACESA;HUBBLE, 1990; COLEN, 2006).
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3.1.4 Xilanases

As xilanases sdo enzimas hidroliticas com grande demanda e potencial.
As enzimas xilanoliticas, capazes de hidrolisar a xilana, podem ser produzidas
por uma variedade de micro-organismos, no entanto os fungos filamentosos se
destacam entre os maiores produtores (HALTRICH et al., 1996). De acordo
com Haltrich (1996), a producéo de xilanases em escala industrial € dominada

pelas espécies Aspergillus sp e Trichoderma sp.

Enzimas xilanoliticas digerem polimeros de xilana, que s&o os principais
constituintes da hemicelulose, em xilose. Xilanas sao heteropolimeros
consistindo principalmente dos aclUcares xilose e arabinose (pentoses). O
principal constituinte do esqueleto da xilana consiste em ligacdes do tipo - 1,4
e residuos de xilose ligados com cadeias laterais que se ramificam a partir dos
atomos de carbono 2 e 3 (Figura 4) (YAN, 2013).

Xilana
H H H H
H/ 0 H/—ON_ H/ O\ H/ O
O NOH HAy O NoH HA O\ Nor HA) O\N\oH HAy ©
H OH H OH H OH H OH
Xilanase

H
H/— 0 OH

T\ OH H/
HO 7

H OH
Xilose

Figura 4: Estrutura da Xilana sendo convertida em xilose.
Fonte: HELD, 2012.

Xilana € o polissacarideo mais abundante presente em madeiras e
plantas e € responsavel por 20-35% do peso seco total da biomassa vegetal

(KAMBLE, 2012). Nas madeiras menos densas, xilanas sdo menos abundantes
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e podem compreender cerca de 8% do peso seco total (KHANDEPARKAR,
2006). De acordo com Chidi et al (2008) a xilana é encontrada principalmente
na parede celular secundaria, e devido a sua complexidade estrutural, para a
degradacdo completa da xilana € necessério o emprego de varias enzimas
hidroliticas (KNOB, 2013).

Os micro-organismos sao indispensaveis na producdo de xilanases, as
quais sao produzidas por varios géneros e espécies de bactérias e fungos.
Véarias espécies de Bacillus e fungos filamentosos secretam quantidades
elevadas de xilanases (BARRATO, 2011). A producéo industrial de enzimas em
larga escala esta ligada ao seu custo de producdo, e uma vez que se faz
necessario reduzir esse custo, o uso de substratos baratos como residuos de

agroindustrias, se torna uma alternativa eficaz de economia e sustentabilidade.

As xilanases tem importancia industrial, pois podem ser utilizadas para o
branqueamento de pasta utilizada na producéo de papel, aumentando o brilho,
para melhorar a digestibilidade de alimentos utilizados como ragdo para
animais e utilizacdo na industria alimenticia como clarificador de sucos de
frutas e vinhos, na fabricacédo de paes de melhor qualidade, no processamento
de sucos, frutas e vegetais, assim como na etapa da filtracdo da cerveja
(BECKER et al, 2009). Aplicactes de enzimas xilanoliticas evitam a utilizacéo

de produtos quimicos que sao caros e causam poluicdo (KNOB, 2013).

3.2Enzimas e a producédo de biocombustiveis

As enzimas apresentam grande relevancia para a industria de
biocombustiveis, pois podem ser aplicadas em substituicAo aos processos
quimicos tradicionais (SALUM, 2011), uma vez que as reag¢des enzimaticas séo
realizadas em condi¢des brandas de temperatura e pH, e ndo geram residuos
quimicos, podendo ser reutilizadas. No entanto apresentam desvantagens
como alto custo. Uma alternativa aparentemente viavel € a imobilizacdo de
enzimas. O principal interesse em imobilizar uma enzima é proporcionar a
reutilizacdo das mesmas com uma atividade catalitica superior ao da sua forma
livre (DAMASO, 2013).
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As amilases representam 25% do mercado de enzimas e encontram
aplicacbes em todos 0s processos industriais que necessitam da hidrolise
parcial ou completa do amido (SAXENA et al., 2007). O bioetanol produzido a
partir de amildceos necessita dessa hidrolise para transformar o amido em
acucares fermetesciveis. A habilidade das amilases em hidrolisar o amido in
natura é uma propriedade tecnologicamente interessante, uma vez que tais
enzimas podem ser usadas no processamento de amido para a producao de
energia limpa a partir de residuos agricolas com conteudo amilaceo (LI et al,
2007).

Recentes avangos em enzimas para a conversdo de biomassa
celulésica em aclcares trouxe o etanol celulésico ou da biomassa vegetal a
beira da realidade comercial. Na producao do etanol celuldsico séo utilizadas
enzimas celuloliticas e xilanololiticas. Um desafio para a industria de biomassa
celulésica sera a forma de produzir, colher, armazenar e entregar grandes
quantidades de matéria-prima para biorrefinarias de uma maneira econdmica e
ambientalmente sustentdvel. O desenvolvimento de micro-organismos
geneticamente melhorados (GEMSs) e enzimas industriais especializadas tém
melhorado muito a eficiéncia da producdo de etanol (MATTHEW T. CAR;
JAMES R. HETTENHAUS, 2009).

O Brasil também tem investido nessa tecnologia com a constru¢do da
primeira usina de etanol celulésico em escala comercial do Pais, sediada no
Estado de Alagoas. Esta representa um grande avanc¢o para o Brasil porque o
coloca entre os paises que ja tem planos concretos de utilizacdo dessa
tecnologia. A usina do grupo GraalBio, terd capacidade de producdo de 82
milhdes de litros/ano e meta para até 2020 de produzir 1 bilhdo de litros/ano
(UNICA, 2013).

Para acelerar o desenvolvimento em escala comercial do etanol de
segunda geracao, produzido a partir da palha e do bagaco da cana-de-acucar,
0 Banco Nacional do Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) abriu uma
linha de crédito em 2012, que vem sendo utilizada por diversas empresas
ativas no desenvolvimento de tecnologias para a producédo de biocombustiveis

de segunda geracdo, como Abengoa e DuPont (UNICA, 2013).
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Varios desafios tecnolégicos para a producdo de etanol celuldsico
comercial ainda permanecem. Estimativas atuais do Departamento de Energia
dos Estados Unidos estimam o custo de producao de etanol celulésico em dois
ou trés dolares por galdo. A eficiéncia do sistema depende ainda de melhorias
nos setores de coleta, transporte e armazenamento de biomassa celulésica e
em tecnologias de pré-tratamento mais eficientes, para melhorar a
receptividade de biomassa para a atuacdo das enzimas celulase e xilanase
(MATTHEW T. CAR; BRENT ERICKSON, 2009).

Nesse contexto ha ainda espaco para melhorias em coquetéis
enzimaticos de celulase e organismos de fermentacdo mais eficazes para
converter pentoses e hexoses em etanol e isso somente podem ser
conquistados com a inser¢cdo de micro-organismos geneticamnete modificados
(MATTHEW T. CAR; BRENT ERICKSON, 2009).

A hidrdlise utilizando enzimas adequadas representa um método eficaz
para liberar acucares presentes no material lignocelulosico. Nesse processo as
enzimas celuloliticas e xilanololiticas catalisam a reacéo permitindo a hidrélise
da celulose, hemicelulose e xilana (TALEBNIA, et al.,, 2010). As enzimas
capazes de hidrolisar a celulose e xilana podem ser produzidas por fungos,
como: Trichoderma reesei, Aspergillus niger ou bactérias como o Clostridium
celluvorans. As pesquisas para a producéo de celulase a nivel industrial tem se
concentrado nos fungos, em virtude das bactérias que produzem celulases
serem anaerodbicas e apresentarem reduzida taxa de crescimento (TALEBNIA,
et al., 2010).

A producéo de etanol a partir de material lignocelulésico, utilizando como
micro-organismo para fermentacdo saccharomyces cerevisae, possui uma
limitagdo visto que essa levedura ndo apresenta aptiddao para fermentar
pentoses, como a xilose e arabinose (CARDONA et al, 2010). Entre as
leveduras que possuem a especificidade para fermentar xilose, e podem ser
aplicadas industrialmente destaca-se a Pichia stipitis, que fermenta xilose e

produz etanol com um alto rendimento (CHO et al., 2010).

Em outra corrente tem-se o biodiesel, um biocombustivel obtido através

do processo de transterificacdo, que pode ser quimica ou enzimatica. A
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transesterificacdo de triacilgliceréis para a sintese de ésteres metilicos ou
etilicos (ambos usados como biodiesel), pode ser realizada por catalise
guimica ou enzimatica. A catalise quimica, apesar de bons rendimentos, pouco
tempo de reacdo necessita de elevadas temperaturas e gera residuos toxicos,
além de produzir toneladas de glicerina com baixo valor comercial. A catalise
enzimatica, por outro lado, acontece em condicbes brandas e a glicerina
produzida tem alta pureza, alcancando valores de mercado mais elevados
(RANGANATHAN et al. 2008). A conversédo de triacilglicérois em acil-ésteres
por transesterificacdo tem sido proposta para permitir a utilizacdo de 6leos
vegetais como fonte de combustivel renovavel e alternativo ao petréleo
(NIELSEN et al. 2008).

Bajaj et al. (2010), utilizando lipases de Pseudomonas fluorecens,
Cromobacterium viscosum, Penicillum expansum e Candida antarctica,
realizaram a producdo de biodiesel por transesterificacdo enzimética e
relataram rendimentos entre 92 e 98,4%. O motivo principal de a
transesterificacdo quimica ser utlizada atualmente em detrimento da
enzimatica é o custo elevado das lipases. Também existem outros fatores,
como a inibicdo da enzima pelo alcool e o glicerol, presentes na mistura de
reacdo. As lipases descritas como mais resistentes aos alcodis no processo
catalitico sdo as de Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida Antarctica,
Pseudomonas cepacia, além da lipase psicrofiica de Photobacterium
lipolyticum (YANG et al. 2009).

3.3Leveduras produtoras de hidrolases

As leveduras sédo fungos unicelulares, apresentam forma cilindrica,
esférica ou oval e em sua maioria sdo classificados como ascomicetos. A
reproducdo das leveduras ocorre de duas distintas formas: assexuada por
brotamento e sexuada, por meio da fusdo de duas células (MADIGAN et al.,
2004; GONCALVES, 2007). Estimativas recentes indicam que somente 1% de
todas as espécies de leveduras esteja descrita, embora cerca de 1.500
especies ja tenham sido descritas (OLIVERA, 2009).
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Estes micro-organismos estdo amplamente difundidos na natureza, em
diversos substratos como folhas, frutos, solo, ar, lagos, rios, mares ou
habitando o interior de insetos e animais e muitos tem sido estudados sob o
ponto de vista tecnologico e industrial. As leveduras sdo utilizadas desde
tempos remotos na fabricacdo de bebidas alcodlicas, no crescimento de
massas de panificacdo, e mais recentemente, na sintese de vitaminas,
gorduras e proteinas (CASADEI, 2012).

O emprego na fermentacdo de acglcares é a mais antiga aplicacdo das
leveduras e a espécie mais utilizada nesse processo € a Saccharomyces
cerevisiae, devido ao fato de converter rapidamente o aclcar em alcool, com
baixa produgcdo de componentes secundarios. Além disso, essa possui alta
resisténcia a alcool no meio em que se encontram e tolerancia a ampla faixa de
temperatura, sendo capaz de manter sua atividade celular em ambientes
acidos (VAN ZYL et al., 2012).

A habilidade das leveduras de utilizar para sua nutricAo uma gama
variada de nutrientes obtidas dos mais diferentes substratos faz com que elas
se encontrem nos mais variados locais, com condicdes ambientais
diferenciadas. A faixa ideal de temperatura e pH para seu crescimento séo
respectivamente, entre 25 a 30° C e pH de 4 a 7 (MADIGAN et al., 2004). Essa
habilidade permite as leveduras estarem presentes em diferentes nichos
ecolégicos e secretarem enzimas capazes de hidrolisar diferentes carboidratos
e fontes de carbono (GALVAGNO;FORCHIASSIN, 2004).

As leveduras sdo capazes de catabolizar diferentes compostos,
organicos e inorganicos, extraindo a energia necessaria a sua sobrevivéncia.
Esse atributo permite sua utilizacdo como agente biolégico na solu¢do dos
problemas ambientais, como 0s causados por rejeitos nao tratados e lancados.
Os diferentes substratos nos quais as leveduras podem se desenvolver
resultou, entdo, no surgimento de enzimas eficientes em produzir moléculas
organicas diferentes das ja conhecidas e produzidas pela natureza, o que
confere a células microbianas vantagens adicionais, tais como a exploracao de
novos nichos ecoldgicos e a sua utilizacdo em diferentes fontes energéticas
(FLEURI, 2008).
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Diversos s&o os trabalhos realizados a fim de identificar novos isolados
para a producdo de enzimas hidroliticas (amilases, celulases, lipases e
xilanases). Peixoto (2006) isolou 390 leveduras de diferentes regides
brasileiras, dessas 12,3% apresentaram atividade para amilases, 21,54 %, para
celulase, 11,79% para celulases em meio solido. Fossi et al. (2005), isolaram
leveduras amiloliticas de solos ricos em amido (moinhos de farinha, mercado
de farinha), 12 linhagens apresentaram atividade amilolitica. Farias (2008)
trabalhou com a producdo de enzimas hidroliticas por leveduras isoladas de
solos de areas preservadas em Roraima, das 397 avaliadas para producéo de
hidrolases, aproximadamente 90% demonstraram pelo menos uma atividade
enzimatica e 30%, duas ou mais atividades. Alonso et al., 2010 avaliaram a
capacidade de degradacédo enzimatica de 16 linhagens de leveduras. Dessas,

9 apresentaram atividade amilolitica em meio sélido.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Barato et al (2011) trabalharam
com uma selecdo de leveduras produtoras de enzimas hidroliticas isolados da
regido do meio oeste de Santa Catarina e obtiveram microrganismos
produtores de enzimas hidroliticas, desses isolados 18 microrganismos
apresentaram atividade amilolitica, 4 pectinoliticas e 13 xilanoliticas, a partir de
amostras de solo e fontes agroindustriais. Brasiliano et al (2012), realizarm uma
selecdo de micro-organismos produtores de amilase isolados em &areas de
cerrado, e obtiveram resultados promissores para os isolados. Melo (2014),
trabalhou com Leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex Balzani
(hymenoptera: formicidade) de &areas de cerrado do estado do Tocantins e
encontrou resultados positivos 95% das linhagens testadas apresentaram
producdo de pelo menos uma enzima. Xilanase foi detectada em 64,4% do
total de estirpes, enquanto celulase, amilase e lipase foram produzidas por

52%, 10,4% e 26,1% das linhagens, respectivamente.

32



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagens de leveduras

As linhagens de leveduras utilizadas neste estudo foram isoladas pelo
Laboratorio de Microbiologia e Biotecnologia (LAMBIO) da Universidade
Federal do Tocantins (UFT) a partir de folnas em decomposicéo coletadas em
3 corregos. Os grupos receberam a seguinte nomenclatura de acordo com o
local de coleta: grupo TAQ (folhas em decomposicdo do Ribeirdo Taquarugu),
BIO (folhas em decomposicdo de Cérregos em Taquarucgu), ABRT (bromélias
terrestres) e AS (folhas em decomposicdo do Ribeirdo Agua Suja). As
linhagens estdo depositadas na Colecdo de Culturas Carlos Augusto Rosa da
UFT mantidas a -80°C.

4.2. Selecao de linhagens produtoras de hidrolases

A producéo de amilases, celulases, lipases e xilanases foi avaliada em
205 linhagens de leveduras. Todas as linhagens foram reativadas em placas de
meio solido contendo &gar Sabouraud (20 g.L™ de glicose, 5 g.L™ extrato de
levedura, 10 g.L™ de peptona e 18 g.L™* de &gar e 0,2 g.L™ de cloranfenicol)
para obtencdo de colbnias isoladas pela técnica de estriamento. As placas
foram incubadas a 28 °C (x1 °C) por 48 h.

Para verificar a capacidade hidrolitica das leveduras ,as linhagens foram
inoculadas, com o auxilio de palitos estéreis, em placas de Petri contendo fonte
de carbono especifica para cada uma das hidrolases estudadas. Foram
inoculadas 6 linhagens por placa e as placas foram incubadas em estufa com
temperatura controlada a 25 °C por 5 dias para as enzimas amilase e lipase, 10

dias para celulase e 15 dias para xilanase.

Os resultados foram dados como Iindice Enzimatico (IE), que
corresponde a relacdo entre o didmetro do halo de degradacéo do substrato

pelo didametro da colénia do micro-organismo de acordo com a metodologia de
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Hankin; Anagnostakis, (1975). Os halos de degradacéo foram aferidos com o

auxilio de paquimetro.

Todos os ensaios foram realizados em 3 repeticobes e os dados
analisados por andlise estatistica das médias das repeticdes dos indices
enzimaticos (IE) de acordo com um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC). Os resultados foram avaliados por meio de andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparacao

das médias com auxilio do programa Assistat 7.0.

4.2.1 Amilases

A atividade amilolitica foi determinada de acordo com metodologia
descrita por Looder et al. (1970), em meio contendo: 20 g.L™ amido soltvel, 5
g.L™" de Sulfato de aménio (NH,),SO,4 10 g.L™" de KH,PO, e 18 g.L™ de &gar.
Apés incubacao os halos de hidrélise foram revelados de acordo com Hankin e
Anagnostakis (1975), onde vapor de iodo foi utilizado como revelador. O
resultado da reacdo enzimatica positiva foi identificado pela formacdo de um
halo translicido em volta da colénia em contraste com a coloracdo azulada
adquirida pelo meio. A figura 5 apresenta a coloragcdo do meio e formacao de
halo apés utilizacdo de vapor de iodo nas placas apos incubacao.
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Figura 5: Placas apés incubacéao e revelacdo com vapor de iodo.
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4.2.2 Celulases

A producéo de celulases foi determinada de acordo com metodologia
descrita por Strauss et al. (2001) e Buzzini e Martini (2002), com modificagdo. A
atividade foi testada em meio YP-CMC: 10g g.L™* extrato de levedura, 20 g.L*
de peptona, 4 g.L™* de carboximetilcelulose e 20 g.L™ de agar.

Os halos de hidrolise foram revelados de acordo com Maijala et al.
(1991), onde 10 mL de solucdo aquosa de corante vermelho congo a 0,3 g.L*
foram adicionados a placa, apés 30 minutos o excesso foi retirado e adicionou-
se 5 mL de solucéo de cloreto de sédio a 1 mol.L™, que foi descartada ap6s 15
minutos. As linhagens produtoras de enzimas celuloliticas foram identificadas
pela presenca de um halo translicido em volta da col6énia, em contraste com a
coloracdo vermelho mais intenso do restante do meio.

A figura 6 demostra o processo de adi¢cdo do vermelho congo nas placas

apos periodo de incubacéo e a formacao do halo transltcido.

Figura 6: Placas ap0s incubacao e revelados com vermelho congo.

4.2.3 Lipases

A producdo da enzima lipase foi determinada de acordo com
metodologia descrita por Sierra (1956), com modificacbes. A atividade foi
testada em meio contendo: 10 g.L™ de peptona, 5 g.L™* de NaCl, 0,1 g.L* de
CaCl,, 18 g.L™ de agar e 10 g.L™* de Tween-20 (monolaurato de sorbitan) como
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substrato indutor. O pH foi ajustado para 6,0 e o Tween-20 foi auto-clavado
separadamente do meio, adicionado a esse antes de verté-lo nas placas de
Petri e sua homogenizagdo ocorreu por agitagao.

A leitura foi realizada de acordo com Sierra (1956), onde foi possivel
visualizar-se um precipitado cristalizado, devido a formacao de cristais de sais
de célcio ao redor das coldnias produtoras de lipase. A figura 7 apresenta a
precipitacdo formada no meio pelos sais de célcio.

Figura 7: Precipitacdo formada por sais de célcio.

4.2.4 Xilanases

A producdo da enzima xilanase foi determinada de acordo com
metodologia descrita por Mendes et al. (2012). A atividade foi testada em meio
contendo: 6,7 g.L™* YNB (Base de Nitrogénio para leveduras), 10 g.L™* de Xilana
beechwood (Sigma) e 18 g.L™ de agar.

A revelagdo dos halos de hidrélise foi realizada de acordo com Hankin e
Anagnostakis, (1975), onde vapor de iodo foi utilizado como revelador dos
halos de hidrolise. O resultado da reacdo enzimatica positiva foi identificado
pela formacdo de um halo translicido em volta da colénia em contraste com a
coloracdo azulada adquirida pelo meio.

A figura 8 apresenta a coloracdo do meio apos utilizacdo de vapor de
iodo nas placas ap0s incubacéo e formacéao de halo.
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Figura 8: Placas apés incubacéo e revelacdo com vapor de iodo.

4.3 Producao dos Extratos Enziméticos Brutos por fermentacdo submersa

A producéo das hidrolases foi verificada para as 5 (cinco) linhagens que
apresentaram maior indice Enzimatico nos testes realizados em meio sélido,
para cada enzima. Os ensaios foram realizados em meio liquido especifico
contendo o substrato acrescido de uma aliquota de 10 g.L™* de biomassa (peso
amido).

A biomassa utilizada como in6culo foi obtida através da incubacao de
cada linhagem por 18 horas em 30 ml de meio liquido contendo: Agar
Sabouraud (30 g.L™* de glicose, 5 g.L™ extrato de levedura, 10 g.L™ de peptona
e 0,2 g.L* de cloranfenicol) em Erlenmeyer de 125 ml, a 30 °C (1 °C) e
agitacao de 150 rpm. Excessdo para a enzima lipase onde o indculo consistiu
no cultivo da levedura em caldo Gymp (20 g.L™ de glicose, 10 g.L™* de extrato
de malte, 5 g.L™* de extrato de levedura, 2 g.L™ de NaH,PO,) por 16 horas a 28
°C (x1 °C) sem agitacdo. Apos o tempo de incubagcdo as amostras foram
centrifugadas a 3800 rpm, por 1 (uma) hora, o sobrenadante foi descartado,
sendo o precipitado de células utilizado para estimar a massa celular utilizada
como in6culo em cada ensaio. Para lipase foi utilizado 10 mL do caldo Gymp

apos o tempo de incubacéao.

Todos os ensaios foram realizados em erlenmeyeres de 125 mL

contendo 50 mL de meio liquido especifico para cada uma das enzimas de
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interesse. Os frascos foram incubados em shaker rotatério com temperatura
controlada a 30 °C, 150 rpm, exceto lipase para qual foi utilizado 28 °C e 200
rpm. Apos incubagéo as amostras foram centrifugadas a 3800 rpm por 1 (uma)
hora e o sobrenadante EEB (extrato enzimatico bruto) utilizado para dosagem

das atividades enzimaticas.

4.3.1 Producéo de amilases

As linhagens amiloliticas selecionadas foram inoculadas em meio liquido
contendo 20 g.L™* de amido, 5 g.L™* de (NH,), SO., 10 g.L™* de KH,PO,.

A atividade amilolitica foi determinada apds incubacdo do Extrato
Enzimatico Bruto com uma solugcédo de amido 0,5% (p/v). A mistura reacional foi
composta de 1 mL de solucao de amido solavel a 0,5% (p/v), 200 uL de tampao
acetato de sédio 0,5 M e 800 pL de extrato enzimatico bruto, incubados em
diferentes temperaturas e com diferentes valores de pH de acordo com o
delineamento experimental. Apés 30 minutos a reacdo foi paralisada com
choque térmico imergindo os tubos em 4gua a 1 °C e foram retiradas aliquotas
da mistura reacional para determinacdo da atividade de a-amilase e
glicoamilase.

A atividade de a-amilase foi determinada espectrofotometricamente
medindo-se a variacdo da intensidade da cor do complexo iodo-amido segundo
o0 método descrito por Fuwa (1954), onde 40 pL de tampédo acetato de sodio
(0,5 mol/L) e 60 pL de &gua destilada foram adicionados 100 pL da amostra
(extrato bruto). Apds a homogeneizacdo da mistura foram adicionados 200 pL
de &cido acético 1 mol.L™* e 200 pL da solucdo de iodo/iodeto (1% lodo em
etanol absoluto, 10% iodeto de potassio em agua destilada na propor¢cédo de
1:1:3). O volume foi completado para 5 mL com A&gua destilada,
homogeneizado e a absorbéncia determinada a 660 nm. A quantidade de
amido consumido foi calculada de acordo com uma curva padrao construida
com quantidades crescentes de amido soltvel de 0 a 0,5 mg.mL™.

Uma unidade de a-amilase (U) foi definida como a quantidade de enzima
requerida para hidrolisar 0,1 mg de amido por mL por minuto nas condi¢des de

ensaio.
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A atividade de glicoamilase foi determinada espectrofotometricamente
pela dosagem da glicose liberada e foi determinada pela medida da liberacdo
de grupos redutores utilizando-se o método do acido dinitrosalicilico (DNS) de
acordo com o método descrito por Miller (1959). Foi adicionado 1 mL e DNS &
1 mL da mistura reacional e a solucdo mantida em ebulicAo por 5 min,
resfriados em banho de gelo e adicionados 10 mL de &gua destilada. A
medicao foi conduzida em espectrofotdmetro a 540 nm.

Uma unidade de atividade da enzima de glicoamilase (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de glicose por mL
por minuto nas condi¢cdes de ensaio. A curva de calibracdo para glicoamilase
foi preparada utilizando-se glicose como padréo.

4.3.2 Producéo de celulases

As linhagens celuloliticas selecionadas foram inoculadas em meio
liquido contendo 10 g.L™ de extrato de levedura, 20 g.L™* extrato de levedura e
10 g.L™* de carboximetilcelulose (Sigma).

A atividade enzimética foi determinada pela medida da liberacdo de
grupos redutores utilizando-se o método do &cido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959). A mistura reacional utilizada foi obtida conforme descrito no
item 4.3.1. As misturas reacionais foram incubadas em diferentes valores de
pH e temperaturas de acordo com o planejamento experimental proposto e a
reacao foi paralisada com choque térmico imergindos os tubos em agua a 1°C.
Foi adicionado 1 mL e DNS a 1 mL da mistura reacional e a solucdo mantida
em ebulicdo por 5 min, resfriados em banho de gelo e adicionados 10 mL de

agua destilada a medicao foi conduzida em espectrofotbmetro a 540 nm.

Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol de glicose por mL por minuto nas condi¢cdes
de ensaio. A curva de calibracdo foi preparada utilizando-se glicose como

padréo.
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4.3.3 Producéo de lipases

As linhagens lipoliticas selecionadas foram inoculadas em meio liquido
contendo 5,0 g.L? de peptona, 5 g.L* de NaCl, e 0,1 gL' de CaCl, e
suplementado com 6leo de oliva (20,0 g.L™) para a inducéo da lipase. O meio
foi esterilizado durante 30 min a 120 °C, e o 6leo de oliva, foi esterilizado
separadamente por calor seco (180 °C durante 60 min) e assepticamente
adicionado ao o meio antes da inoculacdo de acordo com a metodologia de
(BUSSAMARA et al, 2010).

A atividade da lipolitica foi determinada com p-nitrofenil palmitato (pNPP)
como substrato. O pNPP foi primeiramente solubilizado em 0,5 mL de dimetil
sulféxido (DMSO) e entdo diluido a 0,5 mmol.L™ com tamp&o Mcllvaine em
diferentes valores de pH de acordo com o planejamento experimental proposto
e suplementado com 5 g.L™ de Triton X-100. Ap6s pré-incubacéo do substrato
em banho-maria por 5 min., em diferentes valores de temperatura de acordo
com o planejamento experimental proposto foi adicionada 10 pL do extrato
enzimatico bruto. A reacao foi interrompida apés 1 (um) minuto com choque
térmico (90 °C por 1 min), seguido da adicdo de 1 mL de solucdo saturada de
tetraborato de sodio. A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm
(coeficiente de extingdo molar para p-nitrofenol (pNP): 1,8 x 10’ mol.L™ cm™)
de acordo com a metodologia de (ALMEIDA, 2012).

Uma unidade de atividade enziméatica foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1 umol de pNP por min por mL. A curva de calibracdo foi

preparada utilizando-se p-nitrofenol como padrao.

4.3.4 Producéao de xilanases

As linhagens xilanoliticas selecionadas foram inoculadas em meio
liquido contendo 6,7 g.L™ de YNB, 4 g.L™ de Xylana (Sigma).

A atividade enzimatica foi determinada pela medida da liberacdo de
grupos redutores utilizando-se o método do acido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959). A mistura reacional utilizada foi obtida conforme descrito no

item 4.3.1. As misturas reacionais foram incubadas em diferentes valores de
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pH e temperaturas de acordo com o planejamento experimental proposto e a
reacao foi paralisada com choque térmico imergindos os tubos em agua a 1°C.
Foi adicionado 1 mL de DNS & 1 mL da mistura reacional e a solucdo mantida
em ebulicdo por 5 min, resfriados em banho de gelo e adicionados 10 mL de
adgua destilada e a medicdo foi conduzida em espectrofotbmetro a 550 nm
(GHOSE, 1987).

Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 ymol de xilose por ml por minuto de incubacéo. A

curva de calibracéo foi preparada utilizando-se xilose como padréao.

4.4 Efeito da Temperatura e do pH sobre a atividade enziméatica

Para avaliar o efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das
enzimas foi realizado um planejamento experimental do tipo Delineamento
Composto Central Rotacional 2° (DCCR) com 11 ensaios, sendo 4 pontos
axiais, 4 fatoriais e 3 repeticbes no ponto central. A variavel dependente
selecionada para este estudo foi a atividade enzimatica, expressa em U/mL, e
as variaveis independentes escolhidas foram o pH e temperatura de reacao.

O efeito da temperatura e do pH sobre a atividade das enzimas foi
determinado através da reacdo nas temperaturas entre 30°C a 50°C, e o pH
entre 4 e 6 (Tabela 2).

Tabela 2. Valores das variaveis independentes em cada nivel do planejamento

experimental DCCR 22,

Variaveis .
Simbolo oo
Independentes Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
pH X 4 4,3 5 5,7 6
Temperatura (°C) Y 30 33 40 47 50

Os efeitos foram considerados significativos para p<0,10. Os resultados
obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
com auxilio do programa Statystical Analysis System® versao 9.0, foram

41



obtidos os modelos matematicos e os graficos de superficie de resposta e

curvas de contorno.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdo de linhagens de leveduras pela técnica de screening

O screening em meio sélido para os substratos contendo diferentes
fontes de carbono revelaram o potencial das leveduras testadas em produzir e
secretar enzimas hidroliticas, sendo que 145 linhagens (71%) do total das 205
leveduras testadas apresentaram atividade em pelo menos uma das fontes de

carbono testadas (Figura 9).

220 - 205
200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

0 -

145 (71%)

Total testadas Com Atividade Enzimatica

Figura 9: Total de leveduras testadas e porcentagem de produtoras de
hidrolases.

Apesar dos avancos nos campos da genética terem ocasionado
impactos na producdo de enzimas, préaticas de screening visando a selecéo de
micro-organismos com habilidades para producdo de enzimas continuam a ter
importancia biotecnolégica e sdo citadas por diversos autores (STEELE;
STOWERS, 1991; BULL et al, 1992; BUZZINI; MARTINI, 2002; OGAWA,
SHIMIZU, 2002; RUIZ et al, 2005).

Das leveduras avaliadas, 60 linhagens (29%) n&o apresentaram
nenhuma atividade enzimética para as enzimas testadas (amilase, celulase,

lipase e xilanase). A auséncia de atividade enzimatica de acordo com

43



Vasconcelos et al. (2003), pode ser atribuida & incapacidade de secrec¢do pelas
linhagens testadas, ao direcionamento da producdo para o metabolismo

intracelular ou pela insuficiéncia dos métodos de detecc¢éo utilizados.

Em um estudo sobre a atividade enzimética de leveduras isoladas da
fermentacdo do cacau, Silva (2011) obteve 80% de resultados positivos para
pelo menos umas das enzimas testadas (pectinase, protease, amilase, celulase
e fosfolipases) em 70 linhagens de leveduras. Contudo, deve ser levado em
consideracédo que para o halo ser visualizado deve haver uma combinacdo de
diversos fatores, como a interferéncia da presenca de outras substancias no
meio que podem originar resultados positivos pela reacdo com o0s corantes, ou
negativos, por precipitar o corante e ainda por inibir a ligacdo da enzima com o
substrato (COLEN, 2006). Além disso, de acordo com Maccheroni et al., (2004)
a atividade enzimatica dos micro-organismos pode sofrer interferéncia tanto

dos fatores bioldgicos bem como fisico-quimicos (pH e temperatura).

Na Figura 10, sdo apresentados os resultados de IE das linhagens
testadas para cada uma das hidrolases de estudo. Observa-se que 61% das
leveduras avaliadas apresentaram |IE superior ou igual a 2, e que de acordo
com Lealem & Gashe (1994) e citado por Stamford et al (1998), € um indice
que demonstra que essas linhagens de leveduras s&o consideradas

potencialmente viaveis para a producdo enzimatica e aplicacdo industrial.

mIE22 m1=<|E<2 IE<1

56,5%
69%
82% 81%

Amilase Celulase Lipase Xilanase

Figura 10: Percentual de indice Enzimético das leveduras por hidrolase.
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De acordo com Gongalves et al. (2007), a difusdo da enzima no meio € o
que gera o tamanho do halo de hidrdlise e o tamanho desse é influenciado pelo
peso molecular que a enzima possui, 0 que pode impedi-la de se difundir pelo
agar, e com isso a atividade pode ser considerada inexistente mesmo havendo
a secrecdo da enzima e presenca dela em grande quantidade no extrato

enzimaético.

Os valores encontrados foram superiores aos descritos por Oliveira et al
(2007), que identificaram atividade enzimatica para amilase e celulase maior
que 2,0 somente em 25 (37%) das linhagems isoladas, demonstrando os

potenciais desses isolados na producao de enzimas.

5.1.1 Amilase

Das 205 linhagens de leveduras testadas, 36 linhagens (17,6%)
produziram amilases e os resultados encontram-se na Tabela 3. A escala
O<IE<1; 1<IE>2; IE>2 representa, respectivamente, leveduras com fraca,
moderada e forte habilidade para a producdo de enzimas (STAMFORD et al.
1998). Das 36 linhagens positivas, 32 apresentaram indice Enzimatico maior
que 2 demonstrando forte habilidade na producdo de enzimas amiloliticas. A
levedura AS 110 oriunda de folhas em decomposicdo do Ribeirdo Agua Suja

obteve o maior indice Enzimético (4,546).
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Tabela 3. Valores do |IE para amilase, médias das 3 repeti¢des.

Levedura IE Médio* Levedura IE Médio*
TAQ 3 3,110 bcde BIO 119 3,356 bc
TAQ 615 2,466 fghijim BIO 121 3,393 b

TAQ 11 2,276 hijlmno BIO 141 2,483 fghijim
TAQ 13 1,726 nopq TAQ 330 1,723 nopq
TAQ 14 2,783 cdefghi TAQ 465 2,870 bcdefgh
BIO 45 2,150 jlmno TAQ 611 2,556 efghijim
TAQ 46 2,703 defghijl TAQ 615 2,456 fghijim
TAQ 52 2,043 mnop TAQ 616 2,313 ghijimn
TAQ 54 2,203 ijimno TAQ 646 2,243 ijlmno
TAQ 59 2,133 Imno AS 119 1,706 opq
TAQ 61 2,746 defghij AS 122 3,180 bcd
TAQ 74 3,030 bedef AS 142 1,520 pq

BIO 76 2,580 defghijim AS 90 2,090 mnop
BIO 77 2,336 ghijim AS 49 2,883 bcdefg
TAQ 86 1,366 q AS 99 2,306 ghijlmno
TAQ 93 2,513 efghijim AS 57 2,140 Imno
TAQ 100 3,370 bc AS 11 2,036 mnop
BIO 104 2,116 mnop AS 110 4,546 A

*Médias seguidas de letras iguais nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Gobinath et al (2005) testaram 34 espécies de levedura para a producéo
de amilase, e 22 ndo apresentaram atividade enzimatica, 9 apresentaram baixa
atividade e 3 apresentaram habilidade forte para a producdo de enzimas
amiloliticas. Landell et al (2009) analisando o IE de linhagens isoladas de
bromélias, constatou que apenas 13% apresentaram resultado positivo para
amilases. Costa et al. (2011) em um teste de triagem com 98 leveduras,
encontraram um percentual de 16,3% de linhagens positivas para a atividade

amilolitica.

5.1.2 Celulase

Das 205 leveduras testadas, 63 linhagens (30,7%) produziram celulases
e os resultados encontram-se na Tabela 4. Destas, 23 (11,2%) das leveduras
apresentaram indice Enzimatico maior que 2 demonstrando forte habilidade na
producdo de enzimas celuloliticas. Com destaque a levedura AS 122 isolada de
folhas em decomposicdo do Ribeirdo Agua Suja obteve o maior indice
Enzimatico (3,071).
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Tabela 4. Valores de |IE para celulases, média das 3 repeticoes.

Levedura IE Médio* Levedura IE Médio*
TAQ 03 1,506 op TAQ 505 2,066 de
TAQ 08 1,263 | TAQ 506 1,790 j
TAQ 09 2,530 ab TAQ 512 2,676 ab
TAQ 10 1,186 | TAQ 544 1,463 pq
TAQ 11 1,753 ] TAQ 613 2,526 ab
TAQ 12 1,930 f TAQ 614 1,950 f
TAQ 14 2,876 ab TAQ 616 1,690 ]
TAQ 31 1,633 ] TAQ 625 2,110 cd
TAQ 39 1,526 op TAQ 631 2,900ab
TAQ 46 2,523 ab TAQ 636 1,663 j
TAQ 52 1,800 i TAQ 638 1,303
TAQ 54 2,656 ab TAQ 250 2,270 bc
TAQ 61 2,290 bc AS 04 1,623 mn
TAQ 93 1,876 f AS 07 1,736 j
TAQ 95 1,453 pq AS 122 3,070 a
TAQ 101 1,730 AS 01 2,366 bc
TAQ 121 1,786 ab AS 43 1,376 |
TAQ 139 2,223 bc BIO 609 1,253 |
TAQ 164 1,750 | TAQ 638 1,306 |
TAQ 232 2,366 bc AS 68 1,393 q
TAQ 250 2,703 ab BIO 119 1,603 no
TAQ 251 1,680 j AS 141 1,286 |
TAQ 270 1,813 hi AS 61 1,220
TAQ 296 1,960 f AS 172 1,340
TAQ 344 2,266 bc AS 03 2,346 bc
TAQ 349 2,183 cd AS 155 1,570 no
TAQ 413 1,253 | AS 46 1,193 1
TAQ 423 1,896 f AS 52 2,493 ab
TAQ 474 1,886 f AS 61 1,226 |
TAQ 475 1,980 ef AS 43 1,440 pq
TAQ 500 2,130 cd AS 02 2,513 ab

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

A hidrélise enzimatica esta ligada a acles sinergisticas capazes de
atuar distintamente no material celulésico e liberar monémeros de glicose
(LYND et al, 2005). Em testes laboratoriais as principais fontes utilizadas para
induzir a atividade celulolitica s&o a carboximetilcelulose, celulose

microcristalina e o papel filtro.

Fuentefria (2004), em seu estudo envolvendo micro-organismos
isolados a partir de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis, encontrou 24% de
leveduras produtoras de celulases. Os resultados sao proximos aos
encontrados nesse trabalho. No entanto, Farias (2008), avaliando a habilidade
de leveduras isoladas de solo em degradar celulose em um teste utilizando 440
leveduras encontrou 11,4% com atividade celulolitica. Fernandes (2009), testou

24 leveduras isoladas de diversas fontes para a producéo de celulases, e 6
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isolados apresentaram IE>2,0, sendo que o maior valor evidenciado foi de
5,83. Herculano et. al. (2011) ao avaliarem 189 linhagems obtidas de mamona,
encontraram 56 linhagems, ou seja, 30% de produtoras de celulases e destas
15 apresentaram |E superiores a 2,0, resultados muito semelhantes ao
encontrados nessa pesquisa.

5.1.3 Lipase

Das 205 Leveduras testadas, 88 linhagens (43%) produziram lipases e
os resultados encontram-se na Tabela 5. Destas, 50 leveduras apresentaram
indice Enziméatico maior que 2 demonstrando forte habilidade na producdo de
enzima lipolitica. A levedura ABRT 461 oriunda de folhas de bromélia terrestre

obteve o maior indice Enzimético (10,44).

Tabela 5. Valores de IE para lipase, média das 3 repeticdes.

Levedura IE Médio* Levedura IE Médio*
TAQ 54 7,110 b TAQ 142 4,940d
TAQ 461 1,610j TAQ 141 2,800 h
TAQ 444 1,676 BIO 52 4,646d
TAQ 02 2,843 h BIO 39 1,806
TAQ74 1,530 BIO 45 7,120 b
TAQ 14 1,943 ABRT 461 10,443 a
TAQ, 632 2,030i AS 119 3,830 f
TAQ 72 2,503 h AS 121 3,396 ¢
TAQ 669 1,516 BIO 76 3,946 f
TAQ 101 4,750d BIO 100 4,693d
TAQ 343 4,450 e TAQ 453 2,686 h
TAQ61 4,470 e TAQ 571 1,566 j
TAQ 506 2,183 BIO 480 1,620 ]
TAQ 615 1,590 j BIO 119 1,633
TAQ12 2,953 ¢g AS 81 3,640 f
TAQ97 1,386 ] AS 64 2,906 g
TAQ 109 4,976d AS 105 1,873
TAQ75 1,460 j AS 07 2,343 h
TAQ 488 1,483 j AS 119 3,826 f
TAQ 667 1,506 j AS 11 5,266 c
TAQ 396 1,560 j BIO 43 1,436 ]
TAQ 680 1,406 j BIO 609 1,580 ]
TAQ 653 1,536 ] BIO 521 1,556 j
TAQ13 3,050 g BIO 541 1,340
TAQ 611 3,463 g B 142 3,070 ¢g
TAQ 646 1,713 j BIO 231 1,270
TAQ 164 7,626 b BIO 149 1,563
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TAQ 16 3,160 g BIO 119 1,516

TAQ 616 5,576 ¢ BIO 139 2,200
TAQ 614 2,040 AS 110 3,623 f
TAQ 59 4,406 e AS 86 2,090
TAQ 03 2,103 AS 46 1,773
TAQ 46 4,210 e AS 95 1,746
TAQ93 2,976 ¢ AS 98 1,820i
TAQ 631 3,606 f AS 69 1,783 i
TAQ 09 2,086i AS 138 1,920i
TAQ 354 2,033i AS 126 1,790
TAQ 131 1,893 AS 125 3,740 f
TAQ 143 2,016 AS 33 2,740 h
TAQ 139 2,143 AS 36 1,766 i
TAQ 518 2,616 h AS 18 1,630j
TAQ114 2,313 h AS 75 1,880i
TAQ 54 5,820 ¢ AS 02 1,326
TAQ 78 2,530 h AS 34 1,850

*Médias seguidas de letras iguais nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Devido a seu potencial tecnoldgico, as lipases sempre estdo no escopo
de busca das industrias (HA et al., 2007). Lipases produzidas por micro-
organismos sdo aditivos muitos utilizados na fabricacdo de detergentes, na
industria farmacéutica, agroquimica, oleoquimica e de biocombustiveis, e a
exploracdo da biodiversidade constitui a principal estratégia para expandir as
fontes e o niumero de novas lipases (BORNSCHEUER et al., 2002). Uma forma
simples e rapida de deteccdo de novas lipases € por meio da utilizacdo de
screening para testar novos micro-organismos com potencial para a producao
de enzimas lipoliticas (HASAN et al., 2006).

Em um estudo utilizando leveduras como micro-organismo produtor de
lipases, Fuentefria (2004), utilizando Tween 20 como indutor de producéo,
detectou atividade em 40% das 84 linhagems de leveduras testadas. Buzzini e
Martini (2002), em um estudo utilizando 397 linhagens de leveduras obtiveram
40,3% das linhagens com habilidade para produzir enzimas lipoliticas,
utilizando como substrato indutor trioleina, substrato considerado padrdo para
lipases (JAEGER; EGERT, 2002). Em seu trabalho com leveduras isoladas de
bromélias, Lock (2007) obteve 26% de atividades positivas quanto a produgao
de lipase extracelular em 56 leveduras testadas. Molnarova et al. (2013),
encontraram leveduras lipoliticas a partir de folhas. Esses resultados

corroboram com os resultados encontrados nessa pesquisa, onde utilizando
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como substrato o Tween 20 obteve-se 43% de leveduras com habilidade

lipolitica.

5.1.4 Xilanase

Das 205 leveduras testadas, 40 linhagens (19,5%) produziram xilanases
e os resultados encontram-se na Tabela 6. Destas, 22 leveduras apresentaram
indice Enziméatico maior que 2 demonstrando forte habilidade na producéo de
enzima xilanolitica. A levedura BIO 119 oriunda de folhas em decomposicéao do

Cérrego Taquarucu obteve o maior indice Enzimatico (5,58).

Tabela 6. Valores de IE para xilanase, média das 3 repeticoes.

Levedura IE Médio* Levedura IE Médio*
TAQ61 1,473 nop TAQ93 2,030 ghijlmn
TAQ 506 1,530 nop BIO 120 2,203 fghijl
TAQ13 1,683 jimnop BIO 76 1,313 p

TAQ 611 1,706 jlmnop TAQ 615 1,430 nop
TAQ 164 1,566 mnop AS 36 2,466 fgh

TAQ 164 3,110 cde TAQ 631 2,543 efg

TAQ 46 1,876 hijlmnop AS 27 2,266 fghij

BIO 121 2,030 ghijlmn TAQ 638 2,026 ghijlmno
TAQ 631 2,600 efg TAQ611 1,766 ijlmnop
AS 24 2,053 ghijlmn AS 24 2,010 ghijlmno
TAQ 59 1,400 op TAQ 616 1,720 jlmnop
TAQ 131 3,360 cd TAQ 46 1,816 ijlmnop
TAQ 143 2,393 fghi AS 86 1,520 nop

TAQ 616 2,766 def AS 14 1,590 Imnop
TAQ 139 2,820 def AS 58 1,990 ghijlmno
TAQ11 2,193 fghijlm AS 47 1,563 nop
TAQ 54 3,460 bc TAQ 611 1,700 jlmnop
TAQ 461 4,033 b TAQ 61 1,883 hijimnop
BIO 119 5,586 a AS 58 1,536 nop
BIO 45 1,333p AS 47 1,566 mnop

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Lee et. al. (1987), testaram 250 leveduras provenientes de cole¢bes de
culturas do Canada e Tchecoslovaquia pertencentes a diferentes géneros,
quanto a capacidade de hidrolisar xilana e do total, somente 19 leveduras
(7,6%) apresentaram atividade xilanolitica. Rao et. al. (2008) testaram 239

leveduras isoladas a partir de 52 amostras de cascas de arvores de areas
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florestais na India quanto a produco de xilanase, encontrando somente cinco
isolados (2,1%), de leveduras produtoras de enzima xilanolitica.

Dessa forma observa-se que os resultados encontrados nessa pesquisa,
19,5% de leveduras capazes de hidrolisar xilana sdo maiores daqueles ja
relatados na literatura para leveduras isoladas de diferentes ecossistemas. Isso
pode estar relacionado aos substratos de onde essas foram isoladas (folhas
em decomposicdo) e a metodologia empregada para o isolamento das
leveduras. Segundo Blanchette et. al. (1978), linhagens de leveduras estéo
presentes tanto nos estagios iniciais quando avancados da decomposicdo de
folnas e restos de caule. Além disso, as leveduras podem apresentar
associacfes simbidnticas com insetos herbivoros, produzindo enzimas que

auxiliam na decomposicéo de materiais vegetais (VEJA & DOWD, 2005).

5.1.5 Producao de multienzimas

Alguns micro-organismos possuem um sistema multienzimatico, o que
Ihes confere uma vantagem competitiva no que diz respeito a fontes
nutricionais. De acordo com Panke; Wubbolts (2002), do ponto de vista
biotecnolégico, micro-organismos produtores de varias enzimas de interesse
industrial e em grandes quantidades sdo mais valiosos do que aqueles que
produzem somente uma enzima, pois apresentam uma versatilidade de
aplicacfes industriais, além de serem economicamente mais rentaveis, pois

podem ser utilizados em uma gama maior de processos.

Nesse estudo sete leveduras apresentaram perfil multienzimatico (AS
11, AS 30, AS 33, AS 36, AS 47, AS 49 e AS 52) e 18 leveduras mostraram-se
positivas para trés dos substratos testados. A Tabela 7 aprsenta os resultados

possitivos para os substratos em estudo.
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Tabela 7. Perfil multienzimético das leveduras produtoras de hidrolases.

Linhagem Amilase Celulase Lipase Xilanase

AS 11 T n n m
AS 30
AS 33
AS 36
AS 47
AS 49
AS 52
AS 101
AS 110
BIO 45
BIO 76
BIO 121
TAQ 13
TAQ 139
TAQ 164
TAQ 506
TAQ 611
TAQ 615
TAQ 11
TAQ 13 -
TAQ 631 +
TAQ 59
TAQ 131
TAQ 143 + +

+ + 4+ + + +
+ + + + + + +

+ + 4+ + + 4+ + + + o+

+ 4+ + + +
4+

T
+ + +

+ + + +
| I |
+++++++ A+

+ +
1

+
1
+++++ A+ A+ o+

(+) = Resultado positivo; (-) = Resultado negativo.

Todas as linhagens que exibiram habilidade para produzir mais de uma
enzima pertenciam ao mesmo grupo de leveduras (AS) provenientes de folhas
em decomposicdo do Arroio Agua Sujas. Dessas, 88% das leveduras que
degradaram mais de uma fonte carbono apresentaram resultado positivo para a
enzima celulase. Farias (2004), avaliou 39 linhagems de leveduras oriundas de
solo de areas preservadas para avaliar a producdo de enzimas hiroliticas e 29
linhagens foram positivas para a atividade de pelo menos uma das enzimas
testadas (amilase, celulase, lipase e esterases e proteases), porém apenas trés

linhagems foram positivas para duas ou mais enzimas testadas.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam a importancia de se
conhecer a biodiversidade presente no cerrado brasileiro, onde se encontram
linhagens que apresentam atividade enzimatica, tornando-as
biotecnologicamente interessantes, 0 que aumenta a necessidade de estudos

mais detalhados para viabilizar sua aplicacdo em processos industriais.
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5.2 Producéao de hidrolases em Fermentacdo Submersa

Segundo Soares et al, (1999), a relacdo entre producdo de enzimas
extracelulares em placa e producdo em meio liquido nem sempre ocorre de
forma real, por essa razdo foram testadas para producdo de hidrolases em
fermentacdo submersa as 5 (cinco) leveduras que apresentaram maiores
indices Enzimaticos no testes qualitativos.

Para cada espécie de micro-organismo utilizado, existe um valor 6timo
de pH e temperatura para o crescimento celular, porém esse pode ndo coincidir
com o melhor valor para a expressao do produto que se pretende obter no
processo, como por exemplo, a producéo de enzima (AMORIM, 2011). A fim de
avaliar os efeitos de temperatura e pH na atividade das enzimas foram
realizados Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCR), que de
acordo com Bruns (1995), é uma das mais importantes metodologias utilizadas
em estudos de otimizacdo de processos, cujo objetivo é desenvolver um
modelo empirico para o processo estudado e obter respostas com maior
precisdo para determinagdo de condigBes Otimas de desenvolvimento do
processo avaliado.

Os melhores tempos de fermentacdo das linhagens estudadas que
representaram a maior producdo enzimatica foram 48 horas para as enzimas
amilase e xilanase e 72 horas para as enzimas celulase e lipase com base nos

testes preliminares realizados.

5.2.1 Producao de amilases

As 5 linhagens submetidas a fermentacdo submersa para a producao
quantitativa de amilases, foram submetidas a testes de producdo para a-
amilase e glicoamilase. A maior atividade foi verificada para a linhagem AS 110
gue corresponde a levedura que produziu maior IE em meio sélido.

A matriz com os dados do planejamento experimental DCCR 22 (valores
reais e codificados de pH e temperatura) e os resultados das atividades

enzimaticas para os diferentes valores de pH e temperatura expressas em (U.
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mL™?) de alfa-amilase e glicoamilase obtidas para as linhagens AS 110, TAQ
100, BIO 19, AS 122 e BIO 121 encontram-se nas Tabelas 8 e 9.
Tabela 8. Matriz do Planejamento experimental (DCCR 2% com valores

originais e codificados das varidveis de estudo (pH e temperatura) e atividade
enzimatica de alfa-amilase (U.mL™) para as 5 linhagens testadas.

Ensaios pH (X1) °C(X2) AS110 TAQ100 BIO19 AS122 BIO 121

1 4,3 (-1) 33(1) 0,0676 0,0285 0,0345 0,0253 0,0272

2 57(+1)  33(1) 00678 0,0306 0,0246 0,0350 0,0291
3 43(-1)  47(+1) 00419 0,0285 0,0348 0,0306 0,0281
4 57(+1)  47(+1) 00420 0,0253 0,0246 0,0352 0,0351
5 4(-1,41)  40(0) 00556 0,0260 0,0331 0,0259 0,0237
6 6(+1,41) 40(0) 00416 0,0292 0,0203 0,0310 0,0310
7 50)  30(1,41) 00681 00211 00329 0,0307 0,0191
8 5()  50(+1,41) 0,0703 0,0206 0,0355 0,0318 0,0287
9 5 (0) 40(0) 00702 0,0229 0,0276 0,0191 0,0261
10 5 (0) 40(0)  0,0704 0,0230 0,0258 0,0179 0,0289
11 5 (0) 40(0) 00680 0,0228 0,0260 0,0195 0,0259

°C — Temperatura de atividade enzimatica.

Tabela 9. Matriz do Planejamento experimental (DCCR 2% com valores
originais e codificados das variaveis de estudo (pH e temperatura) e atividade
enzimatica de glicoamilase (U.mL™) para as 5 linhagens testadas.

Ensaios pH (X1) C(X2) AS110 TAQ 100 BIO19 AS122 BIO 121

1 4,3 (-1) 33(1) 00114 0,0072 0,0067 0,0047  0,0080
2 57(+1)  33(1) 00117 0,0075 0,0073 0,0045 0,0086
3 43(-1)  47(+1) 00283 0,0065 0,0065 0,0070 0,0082
4 57 (+1)  47(+1) 0,0247 0,0062 0,0076 0,0062  0,0080
5 4(-1,41)  40(0) 00164 0,0056 0,0078 0,0085 0,0076
6 6(+1,41) 40(0) 00118 0,007l 0,0075 0,0063 0,0073
7 5(0)  30(-1,41) 00212 0,0073 0,0045 0,0065 0,0087
8 5()  50(+1,41) 00262 0,0062 0,0067 0,0079 0,0084
9 5 (0) 40 (0)  0,0294 0,0077 0,0051 0,0084 0,0099
10 5 (0) 40(0)  0,0295 0,0067 0,0067 0,0082 0,0096
11 5 (0) 40(0)  0,0296 0,0074 0,0059 0,0084  0,0090

°C — Temperatura de atividade enzimatica.

Na Tabela 10, sdo mostrados os coeficientes que foram significativos ao
nivel de significancia de 10%, para a reacdo enzimatica das enzimas a-amilase
e glicoamilase. Para as linhagens AS 122 (a e glicoamilase) e BIO 121 (alfa-
amilase) ndo houve efeito significativo na atividade enzimatica entre as
variaveis estudadas. Dessa forma as varidveis atuam independentemente

umas das outras.
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Tabela 10. Coeficientes significativos para a producédo de enzimas amiloliticas.

Leveduras
Enzima AS 110 BIO 121 TAQ 100 BIO 119
Alfa-amilase Coeficientes Coeficientes  Coeficientes
quadraticos e linear - guadraticos e quadréticos e
de pH. linear de pH. linear de pH.
Glicoamilase Coeficientes Coeficientes Coeficiente  Coeficientes
quadraticos e linear linear/quadrético linear de quadraticos e
de pH e coeficiente depHe temperatura. linear de pH.

linear de temperatura. temperatura.

As atividades de alfa-amilase e glicoamilase mais altas foram obtidas
pela linhagem AS 110. Os modelos matematicos sem os coeficientes ndo
significativos que representam a atividade para glicoamilase na regiao
experimental estudada para linhagem AS 110 pode ser expresso pela Equacgéo

1 e para linhagem BIO 121 pode ser expresso pela Equacéo 2.
U =-0,332 + 0,135x — 0,0136x* + 0,0006y 1)
U = -0,093+0,197x +0,00197x* +0,00068y— 0,00009y? (2

Onde: U = Atividade enzimatica (U. mL™); x = pH; y = Temperatura (°C).

Para ilustrar os efeitos das varidveis na atividade enzimética, sao
apresentados os graficos de superficie de resposta e as curvas de contorno
nas Figuras 11 e 12. As atividades amiloliticas para glicoamilase da linhagem
BIO 121 e AS 110 alcancaram os valores maximos nha regido do ponto central
de pH e temperatura de (5 e 40 °C, respectivamente) e para a linhagem AS 110
a temperatura de 50 °C. As superficies de resposta geradas a partir dos
modelos mateméaticos apresentaram um ponto de maximo, no qual a atividade
enzimatica foi igual a 0,0351 U.mL™ e 0,0296 U.mL™ para a linhagem BIO 121

e AS 110, respectivamente.
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Figura 11: Grafico de superficie de resposta que representa a atividade de
glicoamilase (U.mL™) produzida em funcdo do pH e temperatura para a
levedura BIO 121 e curva de contorno.
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Figura 12: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
glicoamilase (U.mL™) produzida em funcdo do pH e temperatura para a
levedura AS 110 e curva de contorno.

A baixa atividade enzimatica observada nos isolados que apresentaram
halos de hidrélise em meio solido pode ser explicada pela retencdo das
enzimas no espaco periplasmatico, o que dificulta a deteccao de atividade nos
extratos brutos livres de células. Ainda, segundo Palma et al. (2000) a queda
da atividade com o aumento do tempo de fermentagdo pode estar relacionada
a desestabilizagdo da enzima pelo efeito do pH, temperatura ou ainda a

producdo de enzimas inibidoras pelo micro-organismo. Os resultados de
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temperatura e pH étimos obtidos pelas enzimas em estudo sdo considerados
promissores para futuras aplicacbes em solucdes energéticas (CASTRO;
PEREIRA, 2010).

Soccol et al. (2005), destacam que a glicoamilase nas maioria das
vezes, sdo produzidas por fungos dos géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp.,
Endomyces sp. Entretanto diversos autores afirmam que a avaliacdo qualitativa
da producdo de enzimas, muitas vezes, nao corresponde a producédo real,
sendo necessario avaliar qual a melhor metodologia a ser empregada para
obter resultados promissores. Os baixos valores de atividade de alfa-amilase e
glicoamilase estéo de acordo com os resultados encontrados por Almeida et al
(2009) que obtiveram valores abaixo de 0,20 U.mL™* para atividade

dextrinizante de Aspergillus awamori.

De acordo com Spencer-Martin; Van Uden (1985) sdo poucas as
leveduras capazes de produzir alfa-amilase e glicoamilase simultaneamente.
Ao trabalhar com bactérias usando como substrato farelo de trigo, Rabalho
(2002) encontrou resultados baixos, inferiores a 0,07 U/mL para glicoamilase.
Em sua pesquisa Costa et al. (2011), ao trabalhar com leveduras isoladas de
batata doce encontrou em suas linhagens baixa atividade ou nédo foi possivel
detecta-las. Nesse sentido, Vihinen & Mantséala (1989) afirmam que os fungos
filamentosos sdo 0s micro-organismos considerados como melhores

produtores de glicoamilase.

Com base nos resultados obtidos nessa pesquisa, observa-se a
necessidade de novos estudos otimizando as condi¢cdes de cultivo submerso

para as linhagens que apresentaram um bom desempenho na pesquisa.

5.2.2 Producao de celulases

As 5 (cinco) leveduras submetidas a fermentagdo submersa tiveram
suas atividades enzimaticas testadas para CMCase, que representa a
dosagem de endoglucanases, e FPase (atividade de papel filtro) que abrange
uma mistura de exoglucanases e endoglucanases. Para a atividade de

endoglucanase nao foi possivel detectar atividade enzimatica e para atividade
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de FPase todas as leveduras apresentaram valores de atividades baixas ou
nao detectaveis. A maior atividade foi verificada para a linhagem TAQ 631
(0,017 U.mL™).

A matriz com os dados do planejamento experimental DCCR 27 (valores
reais e codificados de pH e temperatura) e os resultados das atividades
enzimaticas para os diferentes valores de pH e temperatura de FPase obtida
para as linhagens AS 122, TAQ 250, TAQ 631, TAQ 14 e BIO 121 encontram-

se nas Tabela 11.

Tabela 11. Matriz do Planejamento experimental (DCCR 2% com valores
originais e codificados das variaveis de estudo (pH e temperatura) e atividade
enzimatica de FPase (U.mL™) para as 5 linhagens testadas.

Ensaios pH (X1) °C(X2) AS122 TAQ250 TAQG631 TAQl4 BIO 121
1 43 (1) 33 (-1) ND ND 0,0037 _ ND ND
2 57(+1)  33(-1) ND ND 0,0037  ND ND
3 43(-1) 47 (+1) ND 0,0058 00067 ND  0,0061
4 5,7 (+1) 47 (+1) ND 0,0046 00109 ND  0,0061
5 4(-1,41)  40(0) ND 0,0061  0,0050 0,0031 0,0032
6 6(+1,41) 40(0) 0,0086 0,0061 0,0175 0,0061 0,0062
7 50)  30(-1,41) ND ND 0,0031 0,0032 ND
8 5(0)  50(+1,41) ND 0,0046 00042 ND  0,0056
9 5 (0) 40(0)  0,0070 0,0070 0,0061 0,0071 0,0156
10 5 (0) 40(0) 0,0096 0,0071  0,0059 0,0070 0,0154
11 5 (0) 40(0) 0,0071 0,0070 0,0058 0,0071 0,0154

°C — Temperatura de atividade enzimatica. ND — N&o detectavel.

Ao nivel de significancia de 10%, os coeficientes que apresentaram
significancia para a produgédo da enzima FPase para as leveduras testadas
estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Coeficientes significativos para a produgédo de enzima celulolitica.

Levedura

Enzima TAQ 250 BIO 121 TAQ 631 TAQ 14 AS 122
Coeficientes Coeficientes Coeficientes Coeficientes Coeficientes
guadratico e quadraticos quadraticos quadraticos quadraticos

FPase linear de e lineares e linear de depHe depHe
temperatura. depHe pH. temperatura temperatura.
temperatura. e linear de
temperatura.

A atividade de FPase mais alta foi obtida pela linhagem BIO 121. As

faixas de pH e temperatura consideradas melhores para a producao de
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atividade enzimatica para FPase para todas as linhagens testadas foi de 5 para
a variavel pH, excecdo para a linhagem TAQ 631 para qual apresentou maior
atividade enzimatica em pH 6 e para a variavel temperatura os melhores

resultados foram obtidos em 40°C.

Como os fatores pH e temperatura foram significativos para as leveduras
AS 122, TAQ 14 e BIO 121 seguem as equacOes que definem os modelos
matematicos que representam as atividades enzimaticas de FPase nas
condi¢bes estudadas.

Os modelos matematicos sem o0s coeficientes ndo significativos que
representam as atividades celuloliticas para FPase na regido experimental
estudadas para linhagens AS 122, TAQ 14 e BIO 121 pode ser expresso pelas

equacodes 3, 4 e 5, respectivamente .

U =-0,261 — 0,0046x* — 0,000089y? (3)
U = -0,086 — 0,00006x* + 0,004y-0,00006y* (4)
U =-0,487+0,111x — 0,011x* + 0,010y - 0,00012y* (5)

Onde: U = Atividade enzimatica (U. mL™); x = pH; y = Temperatura (°C).

Para ilustrar os efeitos das varaveis na atividade enzimatica, sdo
apresentados os graficos de superficie de resposta e as curvas de contorno
nas Figuras 13, 14 e 15. A atividade de FPase para as linhagens AS 122, TAQ
14 e BIO 121 alcancaram o pico de producdo na regidao do ponto central tanto
para pH quanto para temperatura, com excessao a linhagem TAQ 14 que o pH
ideal foi 6,0. As superficies de resposta geradas a partir dos modelos
matematicos apresentaram pontos de maximo, em pH 5 e Temperatura de
40°C, no qual a atividade enzimatica foi igual a 0,0096 U.mL™?, 0,0071 UmL™" e
0,0156 U.mL™, respectivamente para as linhagens AS 122, TAQ 14 e BIO 121.
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Figura 13: Grafico de superficie de resposta que representa a atividade de
FPase (U.mL™) produzida em func&o do pH e temperatura para a levedura AS
122 e curva de contorno
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Figura 14: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
FPase (U.mL™) produzida em funcédo do pH e temperatura para a levedura
TAQ 14 e curva de contorno.
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Figura 15: Grafico de superficie de resposta que representa a atividade de
FPase (U.mL™) produzida em funcéo do pH e temperatura para a levedura BIO
121 e curva de contorno.

Souza (2011) em sua pesquisa para a utilizacdo de celulases de
leveduras na producéo de bioetanol de segunda geracdo encontrou atividade
apenas para p-glicosidases, ndo encontrando atividades para endo e
exoglucanases e mesmo para B-glicosidases os valores encontrados foram
baixos (maior atividade 0,024 U.mL™). Dessa forma, os valores encontrados
nessa pesquisa, apesar de baixos, sdo condizentes com outras pesquisas que
relatam baixas atividades para celulases produzidas por leveduras.

Facchini et al (2011) observaram a temperatura 6tima entre 50 - 55 °C
para CMCase de Aspergillus japonicus, com pH 6timo em 4,0. A grande
maioria dos micro-organismos de interesse para a area biotecnoldgica,
incluindo a maior parte dos patdgenos, pertence ao grupo dos mesdfilos,
possuindo temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 40°C, e temperatura
maxima entre 40 e 50°C. Portanto, em alguns casos, sdo necessarios uso de
temperatura numa certa faixa que ndo favoreca o crescimento desses micro-

organismos.

A baixa atividade enzimatica observada na fermentacdo submersa nos
isolados que apresentaram halos de hidrolise em meio sélido pode ser
explicada pela retencdo das enzimas no espaco periplasmatico, o que dificulta
a deteccdo de atividade nos extratos brutos livres de células. Ainda, segundo
Palma et al. (2000) a queda da atividade com o aumento do tempo de

fermentacdo pode estar relacionada a desestabilizacdo da enzima pelo efeito
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do pH, temperatura ou ainda a producao de enzimas inibidoras pelo micro-
organismo com o aumento do tempo de fermentacao.

Poucos estudos reportam a producdo de celulases por leveduras na
presenca de papel filtro ou atividade FPase (THONGEKKAEW et al., 2008). A
hidrélise desta molécula requer a acdo sinérgica de diferentes classes de
celulases (endo e exoglucanases) (BHAT, 1997; LYND et al., 2002), dessa
forma a pouca atividade de celulase na presenca de papel filtro como substrato
da reacdo pode estar associada ao dificil acesso da enzima ao substrato.

Muitos trabalhos relatam uma eficiente degradacdo da celulose por
fungos dos grupos Trichoderma, Chysosporium e Fusarium, porém ainda sao
poucas as pesquisas com a utilizacdo de leveduras produtoras de celulase
(THONGEKKAEW et al., 2008). Nesse sentido, as comparacdes nesse trabalho
se tornam restritas visto que mesmo os trabalhos ja realizados diferem nas
condi¢bes de estudo e formas de conducao do experimento.

Em pesquisa realizada por Thongekkaew et al. (2008) os autores
relatam a producdo, purificacdo e caracterizacdo da enzima endoglucanase
utilizando como substrato carboximetilcelulase para a levedura Crytococcus.
Este micro-organismo tem a capacidade de liberar a enzima ap6s 72 horas de
cultivo, sob agitacdo. Dessa forma, os resultados encontrados nesse estudos
corroboram com o0s encontrados nessa pesquisa, valores baixos de producéo
de enzimas endo e exoglucanases para leveduras.

Marco (2012) trabalhando com producéo e caracterizacdo de celulases
encontrou atividades de 0,04 a 0,12 (U.mL™) ap6s incubacdo a 50°C usando
papel filtro como substrato para a producao de celulase, resultados esses que
demonstram que a producdo e secrecdo dessa enzima sao baixos. Os
resultados encontrados nessa pesquisa para a levedura BIO 121 demonstram
que essa tem potencial biotecnolégico e necessita de maiores estudos a fim de
viabilizar sua utilizagdo. Portanto, os resultados de temperatura e pH 6timos
obtidos pelas enzimas em estudo sdo considerados promissores para futuras
aplicacoes em solugcbes energéticas, embora seja ainda necessario avaliar a
estabilidade a temperatura e ao pH para se avaliar o potencial de uso das
celulases (CASTRO; PEREIRA, 2010).

Nessa pesquisa optou-se por utilizar como substrato a

carboximetilcelulase como forma rapida e pratica de se avaliar a capacidade
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celulolitica das leveduras isoladas. A carboximetilcelulose € uma molécula
soluvel, ao contrario dos demais substratos, o que favorece a sua
biodegradacéo, e consequentemente o aumento do crescimento microbiano e a
producdo enzimatica. A baixa atividade observada em substratos alternativos
como casca de arroz, palha de trigo, milho, pode estar relacionada a estrutura
altamente cristalina da celulose (dificulta o acesso aos sitios ativos) ou a
presenca lignina que adsorve a celulase, restringindo a hidrdlise (OGEDA;
PETRI, 2010).

Zuniga (2011) desenvolveu uma pesquisa que utilizou o bagaco de cana
para a producéo de celulases especificas por meio de fermentacdo em estado
sélido com o microrganismo Aspergillus niger. Essas celulases produzidas
permitiram conversfes de 15% da matéria-prima em etanol. A aplicabilidade
deste coquetel enzimatico podera proporcionar um crescimento sustentavel na

producao de bioetanol.

5.2.4 Producéao de lipases

A maior atividade lipolitica foi verificada para a linhagem TAQ 164 e foi
de 18,14 U.mL™ para a temperatura de ensaio de 40°C e pH 5. Destaque
também para os isolados ABRT 461 e TAQ 616 que apresentaram atividades
enzimaticas de 7,28 U.mL™ e 3,52 U.mL™, respectivamente. As variaveis pH e
temperatura da reagdo sao fatores que influenciam fortemente a atividade
enzimatica.

A matriz com os dados do planejamento experimental DCCR 22 (valores
reais e codificados de pH e temperatura) e os resultados das atividades
enzimaticas para os diferentes valores de pH e temperatura expressas em (U.
mL™) de lipase obtidas para as linhagens BIO 45, TAQ 54, TAQ 616, TAQ 164

e ABRT 461lencontram-se na Tabelas 13.
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Tabela 13. Matriz do Planejamento experimental (DCCR 22) com valores
originais e codificados das varidveis de estudo (pH e temperatura) e atividade
enzimatica (U.mL™) de lipase para as 5 linhagens testadas.

Ensaios pH (X1) °C(X2) BIO45 TAQ54 TAQ616 TAQIl64  ABRT461
1 43(-1)  33(1) 05629 04256 2,7361 14,7950 5,9788
2 57(+1)  33(-1) 0,3528 0,4956 51589 15,7439  9,0742
3 43(-1) 47 (+1) 1,0235 1,0797 6,1262 14,9977  7,4988
4 57(+1) 47 (+1) 0,6836 06200 3,5560 10,2257  5,3800
5 4(-1,41) 40(0) 06522 04376 16214 14,0857  7,4436
6 6(+1,41) 40(0) 04496 055583 3,5928 14,1041  6,9737
7 5()  30(1,41) 26624 0,1962 3,3994 151082 10,5297
8 5() 50(+1,41) 0,7766 0,5887 25702 14,4081 55182
9 5 (0) 40 (0) 05804 0,2275 29572 18,1667  5,8038
10 5 (0) 40 (0)  0,5444 0,2414 3,2980 17,2547  9,0005
11 5 (0) 40 (0)  0,4929 0,4063 3,7310 18,1944 6,8816

°C — Temperatura de atividade enzimatica. ND — N&o detectavel.

Ao nivel de significancia de 10%, os coeficientes que apresentaram
significancia para a producdo da enzima lipase para as leveduras testadas

estdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14. Coeficientes significativos para a producéo de enzima lipolitica.

Leveduras
Enzima TAQ 54 TAQ 616 TAQ 164
Coeficiente Coeficiente de Coeficientes linear e
guadratico de interacd@o entre os dois  quadratico de temperatura,
Lipase pH. fatores (pH e o coeficiente quadrético de
temperatura). pH e interacdo entre os dois

fatores.

As faixas de pH e temperatura consideradas melhores para a producéo
de atividade enzimatica para lipase para todas as linhagens testadas foi de 4,3
e 5 para a variavel pH e para a variavel temperatura os melhores resultados
foram obtidos em 30°C, 40°C e 47°C, demostrando que as linhagens testadas
apresentam um espectro mais amplo de atuacdo para a variavel temperatura

do que para as alteracdes de pH .

Como os fatores pH e temperatura foram significativos para as leveduras
TAQ 616 e TAQ 164 foram elaborados os modelos matematicos que
representam as atividades enzimaticas de lipase nas condi¢des estudadas.

Os modelos matematicos sem o0s coeficientes ndo significativos que

representam a atividade lipololitica na regido experimental estudada para as
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linhagens TAQ 616 e TAQ 164 pode ser expresso pela Equacdo 6 e 7,
respectivamente.

U =-39,9 - 0,026xy (6)
U=-17,12 + 0,127x* + 1,86y — 0,021y?- 0,052xy (7)

Onde: U = Atividade enzimatica (U/mL); x = pH; y = Temperatura (°C).

Para ilustrar os efeitos das varaveis na atividade enzimatica, sdo
apresentados os graficos de superficie de resposta e as curvas de contorno
nas Figuras 16 e 17. A atividade de lipase para as TAQ 616 e TAQ 164
alcancaram o pico de producdo na regido do ponto central tanto para pH
quanto para temperatura. Os graficos de superficie de resposta geradas a partir
dos modelos matematicos apresentaram pontos de maximo, no qual a
atividade enzimatica foi igual a 6,63 U.mL™ e 18,19 U.mL™, respectivamente,
para as linhagens TAQ 616 e TAQ 164.

Temperatura (°C)
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Figura 16: Grafico de superficie de resposta que representa a atividade de
lipase (U.mL™) produzida em funcdo do pH e temperatura para a levedura TAQ
616 e curva de contorno.
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Figura 17: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
lipase (U.mL™) produzida em funcdo do pH e temperatura para a levedura TAQ
164 e curva de contorno.

As fontes de carbono comumente mencionadas em trabalhos de
producgédo de lipases microbianas séo azeites de oliva e palma, Tween 20 e 40,
trioleina e tripalmitina, 6leos de soja, girassol, algoddo e milho. As fontes
lipidicas de carbono séo essenciais para a obtencdo de elevados rendimentos
(SHARMA et al., 2001). Nessa pesquisa, a fonte de carbono utilizada como
substrato indutor de lipases foi o 6leo de oliva na concentracéo de 20 g.L™.

Os valores de atividade enziméatica obtidos na hidrélise do azeite de oliva
sdo amplamente utilizados para comparacdo e selecdo de linhagens
produtoras de lipase. Estes valores podem variar significativamente
dependendo do tipo de fermentacdo, da composicdo do meio de cultivo e
também de outras variaveis do processo fermentativo, tais como pH,
temperatura de incubacéo e presenca de indutores da sintese de lipase como
0s Oleos vegetais (CARVALHO et al., 2005).

O azeite de oliva tem sido indicado como o indutor que apresenta os
melhores resultados de indugdo da sintese de lipase por fungos (MAIA et al.
2001), indicacao que esta de acordo com o utilizado neste trabalho. Entretanto,
o custo da adicdo de azeite de oliva como indutor € elevado se for considerada
a producdo de enzimas em larga escala. Desta forma, devem-se buscar
alternativas para a utilizagdo de outros indutores, tais como o 6leo de soja
proveniente de frituras, o qual seria facilmente obtido, visto ser um residuo de
restaurantes e quando nao descartado corretamente traz prejuizo ao meio

ambiente.
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Maia et al. (2001) avaliaram a atividade lipolitica do fungo Fusarium
solani também cultivado a 28°C e 120 rpm testando diferentes tipos de 0leo
como fonte de carbono. Os resultados encontrados variaram entre 0,06 e 0,45
U/mg, sendo a maior atividade lipolitica determinada com o 6leo de gergelim
como fonte de carbono e pH 7,8.

Baron et al. (2005) estudaram a producdo de lipases por Penicillium
corylophilum 10C 4211 em dois meios de cultivo com diferencas na
porcentagem de Oleo de oliva, suplementacdo com 1% e 2% de 6leo de oliva
respectivamente. As atividades enzimaticas obtidas com o segundo meio de
cultivo foram superiores (7,1 U.mL™) nas condicdes de cultivo estudadas.
Semionato (2006) obteve valores de atividade lipolitica para linhagems
bacterianas isoladas de dispositivos de remocé&o de gordura entre 0,076 e 3,20
U.mL™ de proteinas ap6s 120h de cultivo a 28°C e pH 8. Esses resultados
estdo de acordo com o0s encontrados nessa pesquisa.

Plou et al. (1998) avaliaram a atividade lipolitica de enzimas comerciais
em condi¢des 6timas de pH variando entre 7 e 8 a temperatura de 25°C para
lipase pancreética. As enzimas puras comerciais apresentam uma atividade
normalmente mais alta que as lipases avaliadas em linhagens de micro-
organismos, demostrando dessa forma que os valores encontrados para 0s
isolados dessa pesquisa sdo bons e que essas leveduras possuem um
potencial biotecnoldgico.

Ellaiah et al. (2004) utilizaram azeite de oliva para a producéo de lipases
por células livres e imobilizadas de Aspergillus niger. Foram testadas
concentracbes de 0 (zero) a 1,25% de azeite de oliva, sendo as maiores
atividades enzimaticas obtidas na concentracdo de 1% da fonte de carbono.
D’Annibale et al. (2006) estudaram a utilizacdo de efluentes do processo de
extracdo de azeite de oliva como substrato para a producédo de lipases e
identificaram que a producao de lipases foi afetada pela adicdo de fontes de
carbono suplementares como o azeite de oliva e os 6leos de soja e milho, na
concentragdo de 0,3%. A adicdo do azeite de oliva aumentou a atividade
enzimatica de 1,24 para 9,0 U.mL™, enquanto que a adicdo dos 6leos de milho
e soja resultou em atividades de 6,42 e 6,34 U.mL™, respectivamente. Esses

resultados demonstram que o 6leo de oliva € um bom indutor e fornece
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resultados satisfatorios para a producéo de enzimas lipoliticas, pois 0 aumento
com sua utilizacao resultou em 72% de aumento na produtividade.

Mahadik et al (2002) relataram que a atividade enzimética foi
praticamente nula (0,02 U.mL™) quando a fermentacéo foi realizada sem a
adicdo do dleo de oliva. Entretanto, valores superiores de atividade foram
relatados para as lipases produzidas pelos fungos Aspergillus niger (7,6U.mL™)
e Aspergillus oryzae (9,5 U.mL™), quando cultivados em meio de composicéo
mais rica em fonte de carbono (2,0% p/v de glicose) e fonte de nitrogénio
(extrato de levedura, 1,0% p/v e peptona 2,0% p/v), adicionado de 6leo de oliva
(2,0% plv) apbs 48h de incubacédo a 30°C.

Os resultados encontrados para a enzima lipase nessa pesquisa
demostram um grande potencial das leveduras testadas serem utilizadas em
processos biotecnolégicos em industrias transformadoras. O grande niumero de
isolados com essa habilidade somados aos valores de atividade encontrados
sugere a continuacdo da pesquisa para avaliar a otimizacdo do processo

produtivo a fim de aplici-los em escala industrial.

5.2.3 Producéao de xilanases

A matriz com os dados do planejamento experimental DCCR 22 (valores
reais e codificados de pH e temperatura) e os resultados das atividades
enzimaticas para os diferentes valores de pH e temperatura expressas em (U.
mL™) de xilanase obtidas para as linhagens TAQ 16, TAQ 131, BIO 19, TAQ 54
e ABRT 461 encontram-se na Tabela 15.
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Tabela 15. Matriz do Planejamento experimental (DCCR 2% com valores
originais e codificados das varidveis de estudo (pH e temperatura) e atividade

enzimatica de xilanase (U.mL™) para as 5 linhagens testadas.

Ensaios pH (X1) °C(X2) TAQ16 TAQI31 BIO19 TAQ54 ABRT461
1 43(-1)  33(1) 00068 0,0136 0,0046 0,0158  0,0213
2 57(+1)  33(-1) 00118 00179 0,0108 0,0250  0,0177
3 43(-1)  47(+1) 00066 00145 00136 0,0165  0,0242
4 57 (+1) 47 (+1) 00146 0,0218 0,0185 0,0248  0,0234
5 4(-1,41) 40(0) 00031 00151 0,0141 0,0130  0,0243
6 6(+1,41) 40(0)  0,0146 0,0217 0,0220 0,0259  0,0239
7 5(0) 30(1,41) 00120 00133 0,0054 0,0170  0,0212
8 5() 50(+1,41) 0,0147 00175 0,0150 0,0180  0,0241
9 5 (0) 40 (0) 00228 0,0138 0,0107 0,0156  0,0257
10 5 (0) 40 (0) 00213 00153 00169 00127  0,0229
11 5 (0) 40(0) 00179 00142 0,0104 0,0148  0,0176

°C — Temperatura de atividade enzimatica. ND — N&o detectavel.

Ao nivel de significancia de 10%, os coeficientes que apresentaram

significancia para a producdo da enzima xilanolitica para as leveduras testadas

estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Coeficientes significativos para a producdo da enzima xilanolitica.

Leveduras
Enzima TAQ 16 TAQ 131 BIO 19 TAQ 54
Coeficientes  Coeficientes linear de  Coeficientes Coeficientes
linear e temperatura, linear de linear e
Xilanase quadratico de coeficiente quadratico  temperatura quadratico de
pH e e linear de pH e e coeficiente  temperatura e
temperatura. interagcdo entre os linear de pH. de pH.

dois fatores.

A maior atividade xilanolitica foi verificada para a linhagem ABRT 461 e

foi de 0,026 U. mL™ para a temperatura de ensaio de 40°C e pH 5. Como os

fatores pH e temperatura foram significativos para as leveduras TAQ 16, TAQ
131, BIO 19 e TAQ 54 seguem as equacles 8, 9, 10 e 11 definindo os

modelos matematicos que representam as atividades enzimaticas de xilanase

nas condi¢cdes estudadas .

U =-0,44+ 0,129x — 0,012x? + 0,006y - 0,00007y?

U =-0,11 - 0,039x + 0,0037x* - 0,0005y - 0,00015xy

U =-0,028+ 0,039x + 0,00053y

(8)
(9)

(10)

69



U = 0,201 - 0,0548x + 0,006x* - 0,003y - 0,00004y? (11)
Onde: U = Atividade enzimatica (U.mL™); x = pH; y = Temperatura (°C).

Para ilustrar os efeitos das varaveis na atividade enzimatica, sao
apresentados os graficos de superficie de resposta e as curvas de contorno
nas figuras 18, 19, 20 e 21. A regido 6tima encontra-se situada entre os pH 4,5
e 6,0, e as temperaturas 40°C e 50°C. Os graficos de superficie de resposta
gerados a partir dos modelos matematicos apresentaram pontos de maximo,
no qual a atividade enzimética foi igual a 0,0228 U.mL™, 0,0218 U.mL™, 0,0220
U.mL™? e 0,0259 U.mL™, respectivamente para as linhagens TAQ 16, TAQ 131,
BIO 19 e TAQ 54.

Temperatura (°C)

& I 0.015
z ™ oo
B o.02 0 . 0,005
0,01 34 e °
5 2 R . &= 0005
B oo1
- ,84,04,2444,6485,05,2545,6586,06,2
oot 3840 648505.25456586006 B oot

pH

Figura 18: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
xilanase (U.mL™) produzida em funcdo do pH e temperatura para a levedura
TAQ 16 e curva de contorno.
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Temperatura (°C)

0,028
0,026
0,024
0,022
0,02

0,018
0,016

B o014 0014

pH

Figura 19: Grafico de superficie de resposta que representa a atividade de
xilanase (U.mL™) produzida em funcéo do pH e temperatura para a levedura
TAQ 131 e curva de contorno.

Temperatura (-C)
8

B o022 34

0,02 32 . 0,024
I o.016 0,02
1 o012 s0 5 0,016
= 0.008 0012

28
B o.004 384,04,24,44,64850525456586062 .
pH

Figura 20: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
xilanase (U.mL™) produzida em funcéo do pH e temperatura para a levedura
BIO 19 e curva de contorno.
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Temperatura (°C)
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B o015 l 0,016

pH

Figura 21: Gréfico de superficie de resposta que representa a atividade de
xilanase (U.mL™) produzida em funcéo do pH e temperatura para a levedura
TAQ 54 e curva de contorno.

Pierozzi et al. (2011) tralhando com uma selecdo de leveduras
produtoras de celulase e xilanase isoladas de reservas naturais brasileiras,
encontraram para atividades xilanoliticas valores correspondentes a (0,4 U.mL"
1. Adsul et al. (2009) ao estudarem a producdo de xilanases pela levedura
Pseudozyma hubeiensis demonstraram que essa apresenta atividade
especifica para producéo de xilooligossacarideos com 3 a 7 U.mL™.

Parachin et al. (2009) testaram leveduras isoladas de folhas e flores do
cerrado em meio contendo xilana e sulfato de amlnio e conseguiram
resultados altos quando comparados aos encontrados nessa pesquisa (120 U.
mL™) para a levedura Cryptococcus flavus. Os resultados baixos encontardos
nesse trabalho ao se utilizar também leveduras isoladas de folha em
decomposicdo podem ser atribuidos a falta de suplementacdo com sulfato de
amoénio ou também ao fato de as leveduras isoladas ndo possuirem
especificidade para a producédo de enzimas xilanoliticas. Dessa forma, sugere-
se que novas pesquisas sejam realizadas com a utilizacdo de sulfato de
amonio para se averiguar a influéncia desse sal na produgédo enzimética.

Carvalho (2012), trabalhando com leveduras isoladas do cerrado mineiro
para a producdo enzimas xilanoliticas encontrou valores semelhantes aos
encontrados nessa pesquisa trabalhando com substratos alternativos, sendo
que todos os isolados testados apresentaram valores abaixo de 0,002 U.mL™.
A levedura Candida neerlandia apresentou os melhores resultados para a

producgéo de enzima xilanolitica, em residuo de palha de milho (0,00178
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U.mL™) e em farelo de trigo (0,000802 U. mL™). Biely et al. (1980), utilizando a
levedura Cryptoccus albidus encontraram 0,0106 U.mL™ ao utilizar como
substrato xilana extraida de madeira.

Todo interesse no estudo dos sistemas de enzimas xilanoliticas vem
sendo estimulado pela sua utilidade em uma variedade de processos
biotecnolégicos, dentro dele a geracdo de energia limpa e renovavel por isso
estudos de termoestabilidade e pH 6timo destas enzimas sdo propriedades de
importancia particular (BAJPAI, 1997).
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6 CONCLUSOES

v' As linhagens testadas apresentaram resultados de frequéncia de
producdo de amilases, celulases, lipases e xilanases em meio
sélido compativeis com relatos da literatura e com o meio do qual
foram isolados.

v A atividade enzimatica de amilases, celulases e xilanases por
fermentacdo submersa mostrou valores baixos, indicando a
necessidade de mais estudos das variaveis pH, temperatura e
substrato.

v A atividade enzimatica de lipases foi expressiva, os resultados
encontrados para a atividade dos isolados testados demostraram
que essas leveduras sdo promissoras para uso industrial e

biotecnoldgico.

As perspectivas para futuros estudos no que diz respeito as enzimas

produzidas pelas linhagems avaliadas nessa pesquisa, incluem:

v
v

Identificacédo das linhagems de leveduras utilizadas nesta pesquisa;
Otimizacdo dos parametros de pH e temperatura na producdo de
enzimas via fermentacdo submersa,;

Purificacéo e caracterizacdo da enzima produzida pelas linhagems mais
promissoras;

Avaliacdo da producdo de enzimas em substratos alternativos via
fermentacdo em estado sélido;

Avaliar a producdo de celulases e xilanases empregando diferentes
materiais lignoceluldsicos, como bagaco de cana-de-aclUcar e capim

elefante como perspectiva para a producao de energia limpa.
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Quadro 1. Andlise de variancia (ANOVA) para amilase (screning).

APENDICE A

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados liberdade meédio
Regressao | 44 702 35 116.292
Residuo 2.454 72 0.05606 | 34.12 0,0001
Total 43.156 107
R = 94%; Ftab = 3,11
Quadro 2. Analise de variancia (ANOVA) para celulase (screning).
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados liberdade meédio
Regressao | 47577 62 0.76738 1568
Residuo 7.063 126 0.05606 0,0001
Total 54.640 188
R® = 87%; Ftab = 3,11
Quadro 3. Analise de variancia (ANOVA) para lipase (screning).
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao guadrados liberdade meédio
Regressao | 718570 88 816.558 62 05
Residuo 23.423 178 0.13159 0,0001
Toal 741.993 266
R® = 96%; Ftab = 3,11
Quadro 4. Analise de variancia (ANOVA) para xilanase (screning).
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao guadrados liberdade meédio
Regressao | g 5gg 39 211.763
Residuo 288.740 80 0.05606 58.67 0,0001
Total 8.547 119

R?=87%; Ftab = 3,11
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Quadro 5. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de alfa-amilase para a levedura AS 110.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados | liberdade meédio
Regressao 0.0008 5 0,000407
Residuo 0,000758 8 0,000095 4,30 0,0001
Total 0,001573 10

R?=51%; Ftab = 3,11

Quadro 6. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de alfa-amilase para a levedura TAQ 100.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao guadrados | liberdade medio
Regressao 0,0001 2 0,00035
Residuo 0,000050 8 0,000006 5,64 0,0001
Total 0,000122 10

R? =58%; Ftab = 3,11

Quadro 7. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de alfa-amilase para a levedura BIO 119.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao guadrados | liberdade meédio
Regressao 0,0003 5 0,00005
Residuo 0,000005 5 0,000001 | 495 0,0001
Total 0,000274 10

R? = 98%: Ftab = 3,45

Quadro 8. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regresséo da

producao de alfa-amilase para a levedura AS 122.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo quadrados liberdade medio
Regressao 0.0004 4 0,000094
Residuo 0,000023 6 0,000004 | 2514 0,0001
Total 0,000401 10

R’ = 94%; Ftab = 3,18
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Quadro 9. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de alfa-amilase para a levedura BIO 121.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao quadrados liberdade medio
Regressao 0,0001 5 0,00023
Residuo 0,000048 5 0,000010 2.44 0,0001
Total 0,000165 10

R? = 71%; Ftab = 3,45

Quadro 10. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de glicoamilase para a levedura AS 110.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade medio
Regressao | 4 0oos 3 0,000157
Residuo | 0,000116 7 0,000017 9.45 0,0001
Total 0,000587 10

R’ = 80%; Ftab = 3,07

Quadro 11. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producéo de glicoamilase para a levedura TAQ 100.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao quadrados | liberdade meédio
Regresséo 0,0000 4 0,00007
Residuo 0,000001 6 0,000001 3.20 0,0001
Total 0,000004 10

R? = 72%: Ftab = 3,18

Quadro 12. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producéo de glicoamilase para a levedura BIO 119.

Fonte de

Soma dos

Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao quadrados liberdade medio
Regressao 0,0000 5 0,0000015
Residuo 0,000003 5 0,000001 227 0,0001
Total 0,0000011 10

R’ = 69%; Ftab = 3,45




Quadro 13. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de glicoamilase para a levedura AS 122.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao quadrados liberdade medio
Regressao 0,0000 5 0,000003
Residuo 0,000007 5 0,000001 205 0,0001
Total 0,000021 10

R? = 67%; Ftab = 3,45

Quadro 14. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de glicoamilase para a levedura BIO 121.

Fonte de

Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade medio
Regressao 0,0000 6 0,0000014
Residuo 0,000001 4 0,000001 12.74 0,0001
Total 0,000006 10

R? = 91%; Ftab = 3,05

Quadro 15. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura AS 122.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao quadrados | liberdade meédio
Regressao | ( goo1 2 0,0000595
Residuo | 0,000051 8 0,000006 9,337 0,0001
Total 0,000170 10

R? = 70%: Ftab = 3,11

Quadro 16. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura TAQ 250.

Fonte de

Soma dos

Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao quadrados liberdade medio
Regressdo | 4 gop1 2 0,000372
Residuo 0,000012 8 0,000001 2553 0,0001
Total 0,000086 10

R? = 70%; Ftab = 3,11
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Quadro 17. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura TAQ 631.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados | liberdade meédio
Regressdo 0,0001 2 0,000543
Residuo 0,000068 8 0,000008 6,41 0,0001
Total 0,000176 10

R?=61%; Ftab = 3,11

Quadro 18. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producéo de celulase para a levedura TAQ 14.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regressao 0,0001 3 0,000259
Residuo 0,000026 7 0,000004 6,94 0,0001
Total 0,000104 10

R? = 75%: Ftab = 3,07

Quadro 19. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura BIO 121.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade medio
Regressao 0,0004 4 0,000934
Residuo 0,00006 6 0,000001 97,29 0,0001
Total 0,000379 10

R’ = 98%; Ftab = 3,05

Quadro 20. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura BIO 45.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regressdo | 150 5 0,432
- : ’ 1,09
Residuo 1,980 5 0,396 0,0001
Total 4,141 10

R’ = 52%; Ftab = 3,05
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Quadro 21. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura TAQ 54.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados | liberdade meédio
Regressdo 0,4569 4 0,114
Residuo 0,152 6 0,303 3,76 0,0001
Total 0,608 10

R’ = 75%; Ftab = 3,05

Quadro 22. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura TAQ 616.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regresséao 7 47 4 1.86
Residuo 7,55 6 1,51 1,23 0,0001
Total 15,03 10

R? = 50%; Ftab = 3,05

Quadro 23. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura TAQ 164.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade medio
Regressao 44,9272 5 11,2318
Residuo 5,38398 5 1,07680 10,43 0,0001
Total 50,31117 10

R’ = 89%; Ftab = 2,52

Quadro 24. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de celulase para a levedura ABRT 461.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regressao 18,25 4 4,55
Residuo 9,42 6 1,88 2,42 0,0001
Total 27,65 10

R’ = 66%; Ftab = 3,05
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Quadro 25. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura TAQ 16.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados | liberdade meédio
Regressao 0,0004 4 0,000891
Residuo 0,000019 6 0,000003 28,46 0,0001
Total 0,000375 10

R = 98%; Ftab = 3,05

Quadro 26. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura TAQ 131.

Fonte de Somados Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regressdo 0,0001 4 0,000232
Residuo 0,00004 6 0,000001 38,88 0,0001
Total 0,000097 10

R’ = 96%; Ftab = 3,05

Quadro 27. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura BIO 19.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacao guadrados | liberdade meédio
Regressao 0,0002 2 0,000888
Residuo 0,000101 8 0,000013 7.03 0,0001
Total 0,000278 10

R’ = 64%; Ftab = 3,11

Quadro 28. Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura TAQ 54.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variagao guadrados | liberdade meédio
Regressao 0,0002 4 0,000555
Residuo 0,000013 6 0,000002 25 0,0001
Total 0,000235 10

R? = 94%; Ftab = 3,05
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Quadro 29. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao da

producao de xilanase para a levedura ABRT 461.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalc p-valor
variacdo guadrados | liberdade meédio
Regressdo 0,0001 5 0,00004
Residuo 0,000012 5 0,000002 20 0,0001
Total 0,000225 10

R’ = 96%; Ftab = 3,05
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