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RESUMO

Fungos da microbiota ruminal apresentam potencial biotecnolégico auxiliando e promovendo
hidrélise da fibra vegetal. A vegetacdo fibrosa é a base da dieta dos ruminantes e a
degradacdo das paredes celulares é fundamental para o sistema digestivo dos ruminantes..
Nesta pesquisa, avaliou-se a producdo de celulases por Trichoderma longibrachiatum,
proveniente do fluido ruminal de bovinos, em fermentacédo submersa de Brachiaria decumbens
ou bagaco de cana. Avaliou-se o crescimento desse fungo com duas fontes de nitrogénio e o
efeito do pH inicial sobre a produgdo enzimética de T. longibrachiatum. Posteriormente
comparou-se o potencial do bagacgo de cana-de-acUcar e da B. decumbens para a producao de
celulases pelo fungo. As fermentacdes foram conduzidas em tubos de ensaio, em meio
fermentativo contendo caldo Sabouraud, a fonte de nitrogénio e a fonte de carbono
acondicionada em saquinhos de TNT. Os tubos foram incubados em Shaker de bancada com
agitacdo de 120 rpm, a 39 °C durante dez dias. O delineamento foi inteiramente casualizado e
apos as fermentac6es foram avaliados os parametros pH final, biomassa flngica, degradacéo
da matéria seca do substrato, proteinas totais e quantificacdo de enzimas celuloliticas.
Verificou-se que o fungo, em meio suplementado com sulfato de amdnio, desenvolve-se melhor
e promoveu melhor sintese protéica em meio com pH inicial 4,5 (P<0,05). Os meios
fermentativos contendo B. decumbens produziram maiores concentracfes de celulases em
comparacdo com aqueles suplementados com bagago de cana (P<0,05). Os extratos
enziméticos obtidos com 24 horas iniciais da fermentacdo promoveram maior liberacdo de
acgucares redutores totais, para ambos os substratos. Nesta pesquisa, costatou-se que a
producé@o de celulases pelo isolado de T. longibrachiatum e suas aplicagbes na hidrélise de
materiais lignocelulésicos s@o promissoras para suplementagdo de ragdo animal para

ruminantes e para fins biotecnolégicos..

Palavras-chave: Celulose. Alimentagdo animal. Coquetel celulolitico. Brachiaria decumbens.



ABSTRACT

Fungi of the ruminal microbiota present biotechnological potential, as they have cellulolytic
activities that aid and promote the hydrolysis of the vegetal fiber. The fibrous vegetation is the
basis of the ruminant diet and the degradation of the cell walls is fundamental to the digestive
system of ruminants. In this research, the production of cellulases by Trichoderma
longibrachiatum, from the ruminal fluid of cattle, was evaluated in submerged fermentation
of Brachiaria decumbens or sugarcane bagasse. It was evaluated the growth of this fungus with
two sources of nitrogen and the effect of the initial pH on the enzymatic production of T.
longibrachiatum. Subsequently, we compared the potential of sugarcane bagasse and B.
decumbens for the production of cellulases by the fungus. The fermentations were conducted in
test tubes, in a medium fermentation containing Sabouraud broth, the nitrogen source and the
carbon source packed in TNT sachets. The tubes were incubated on shaker bench with shaking
at 120 rpm, at 39 ° C for ten days. The design was completely randomized and after the
fermentations the final pH, fungal biomass, substrate dry matter degradation, total proteins and
cellulolytic enzyme quantification were evaluated. It was verified that the fungus, in medium
supplemented with ammonium sulfate, develops better and promoted better protein synthesis in
medium with initial pH 4,5. The fermentative media containing B. decumbens produced larger
concentrations of cellulases compared to those supplemented with sugarcane bagasse (P
<0.05). The enzymatic extracts obtained with 24 hours of fermentation promoted greater release
of total reducing sugars for both substrates. In this research, it was verified that the production
of cellulases by the T. longibrachiatum isolate and its applications in the hydrolysis of
lignocellulosic materials purposes are promising for animal feed supplementation for ruminants

and for biotechnological.

Keywords: Cellulose: Animal feeding. Cellulolytic cocktail. Brachiaria decumbens.
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1 INTRODUCAO

Biomassas lignocelulésicas constituem o composto organico mais abundante em nosso
planeta. Sao polissacarideos, formados por celulose, hemicelulose, lignina e pequenas fracdes
de outros componentes, sdo consideradas matérias-primas altamente renovaveis (SILVA,
2016). O principal constituinte da parede celular vegetal é a celulose que representa 40% da
reserva de carbono presente na biosfera. A vegetacéao fibrosa é considerada base da dieta dos
ruminantes e a degradacdo das paredes celulares vegetais é fundamental para o sistema
digestivo dos ruminantes. As interacdes simbibticas entre microrganismos ruminais e
ruminantes atende as necessidades protéicas, energéticas e vitaminicas, contribuindo para o
crescimento e a producéo animal (Oliveira et al., 2007).

A celulose pode ser hidrolisada por processos quimicos, enziméticos ou pela
combinacdo dos dois métodos. Na natureza essa degradagéo ocorre de maneira lenta, visto
que a lignina e a cristalinidade dos substratos limitam as a¢des de microrganismos (PALONEN
et al. 2004).

Atualmente, pesquisas tém analisado biomassas lignocelulésicas que se adéquem ao
processo de hidrélise enzimatica. A matéria-prima ideal deve ser de facil acesso, estar
disponivel em grande quantidade, ser barata e facil de ser processada (JUHASZ et al., 2005).
O bagaco de cana de agucar vem sendo amplamente avaliado na literatura como co-produto
agroindustrial com potencial para producéo desses complexos enzimaticos. O Brasil € o maior
produtor de cana-de-aclcar do mundo, na safra 2016/2017, apresentou &rea cultivada,
destinada a moagem, de nove milhdes de hectares, com produtividade média de 72 t/ha
(CONAB, 2016). A cada trés toneladas de cana é gerada uma tonelada de bagaco, quantidade
suficiente para que o bagaco possa ser utilizado como matéria-prima em diversos processos
(CRUZ, 2008).

Brachiaria decumbens também atende a esses requisitos como matéria- prima, porém
poucos estudos relacionam sua utilizacdo a producdo de complexos enziméticos. Atualmente,
70 milhGes de hectares de pastagens sdo formadas por espécies do género Brachiaria.
Aproximadamente, 35 milhdes de ha sdo constituidos pela espécie B. decumbens. A producao
de matéria seca varia conforme o manejo e em média corresponde a 15 t/ha/ano de matéria
seca (ALVIM et al., 2002).

Em regides semiaridas, a quantidade de forragem disponivel e a qualidade da pastagem
sdo comprometidas durante periodos secos, quando a digestibilidade da forrageira é reduzida
pela lignificag&o fisioldgica da parede celular vegetal (GERONIMO, 2011). As espécies fungicas
produzem enzimas lignoceluloliticas de acdo sinérgica, contribuindo para a degradacao dos
materiais lignoceluldsicos na natureza. A remoc¢édo do complexo de lignina oferece o potencial
para libertar celulose e outros hidratos de carbono para processos industriais e para
alimentacéo de ruminantes (DASHTBAN et al., 2010).

Microrganismos, principalmente os fungos, sdo 0s responsaveis pela producdo de
coquetéis enzimaticos, ricos em celulases, hemicelulases, pectinases, ligninases e outras

enzimas que, de forma conjunta, atuam na degradacdo dos materiais lignocelul6sicos
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(FARINAS, 2011). A acéo sinérgica ocorre como resultado da atuagdo corporativa das enzimas
do complexo, onde o produto de uma gera o substrato para outra (ROUSSOS e RAIMBOLT,
1982).

Fungos da microbiota ruminal apresentam potencial biotecnolégico, pois possuem
habilidades mecéanicas e enziméticas que auxiliam e promovem a hidrolise da fibra vegetal
(CERDA, 2003). Os fungos tém aplicacdo para a producdo de enzimas que facilitam a
degradacédo de polissacarideos em ruminantes. As culturas microbianas de Aspergillus oryzae,
Saccharomyces cerevisiae e 0s extratos desses fungos tém sido utilizados como suplementos
em dietas de ruminantes, aumentando a produtividade em 7-8%.

Os fungos anaerébios do rimen podem assumir maior importancia para a digestdo das
forragens tropicais, produzindo enzimas ativas na degradacdo da celulose e da hemicelulose
lignificada (CERDA, 2003; PAUL et al., 2004). No entanto, € necessario avaliar o
comportamento desses fungos isoladamente, sem a interagdo com outros microrganismos e
seus metabalitos.

Bovinos de corte alimentados em pastagens tropicais lignificadas apresentam diversos
fungos no liquido ruminal com predominio de Aspergillus spp. e Trichoderma spp (ABRAO et
al., 2014), que demonstraram potencial para suplementacdo na alimentacdo animal, bem como
para fins industriais (FACCHINI et al., 2011; GOMES et al.,, 2014). A adicdo de aditivos
microbianos contendo fungos exdégenos e suas enzimas a dietas de ruminantes promovem
aumento da producéo de leite por meio da otimizacdo da digestdo (KUNG et al., 2000, YANG et
al., 2000).

As biomassas lignoceluldsicas podem constituir substratos para crescimento fungico e
producdo de complexos enzimaticos (CASTRO e PEREIRA, 2010; SHARMAA e ARORAB,
2015). O alto custo de producdo dessas enzimas limita o processo em escala comercial
(SIQUEIRA et al., 2010). A diminuicdo dos gastos € possivel com melhoramento do meio de
cultivo, adicionando-se co-produtos agricolas ou materiais renovaveis de baixo custo como
matéria prima e com suplementacdo de nitrogénio assimilavel para o fungo, (SINGH et al.,
2009; CASTRO et al., 2010; MAEDA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a producdo de celulases por Trichoderma longibrachiatum proveniente do
ambiente ruminal bovino em fermentacao submersa de Brachiaria decumbens ou bagaco de

cana.

2.2 Objetivos Especificos

Otimizar o meio de cultura para a fermentagéo e o crescimento desse fungo com duas de

fontes de nitrogénio n&o protéico.

Analisar o efeito do pH inicial sobre a producdo enzimética de T. longibrachiatum,
comparando-se o potencial do bagaco de cana-de-acgUcar ou da Brachiaria decumbens para a

producéo de celulases.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica é formada por celulose (32-50%), hemicelulose (19-25%) e
lignina (23-32%), uma pequena parte de acidos organicos, sais e minerais (HAMELINCK et al.,
2005; PANDEY et al., 2000). As propor¢cdes dos componentes nas células vegetais variam de
acordo com a espécie, maturidade e local de cultivo da planta (PRASAD et al., 2006).

A parede celular vegetal é uma estrutura complexa que diferenciam as células vegetais
das animais (Figura 1). E formada por agrupamentos de macromoléculas e apresentam

composic¢des quimicas muito diferentes (SUN e CHENG, 2002).

Vegetal Célula vegetal

Microfibrilas de
celulose

Parede celular

Figura 1: Composicao da parede celular vegetal
Fonte: Adaptado de RITTER, 2008

O principal polissacarideo da parede celular vegetal é a celulose. E constituida de uma
molécula simples formada por anéis de B-D-glicopiranose unidas por ligagdes do tipo B-D (1,4)
glicosidicas (Figura 2), de formula geral (C¢H100s),. Representa um polimero natural de um
homopolissacarideo linear que apresenta a celobiose como unidade repetitiva (RABELO,
2010). As moléculas de celulose ligam-se umas as outras por pontes de hidrogénio, formando
fibrilas (SANCHEZ, 2009).
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Figura 2: Ligacao glicosidica tipo B-D (1,4) da molécula de celulose.
Fonte: Adaptado de Andrade, 2009

O que torna a celulose resistente ao processo de hidrélise sdo as longas cadeias de
glicose, com mais de 7 ym, unidas por lignina formando micelas, combinadas de modo a
formar microfibrilas com diametro entre 4-10 nm. O conjunto de microfibrilas € denominado de
macrofibrilas, que formam a estrutura fibrosa. As microfibrilas de celulose sédo revestidas com
hemicelulose e embebidas em lignina (CARLILE et al., 2001).

Hemiceluloses sdo heteropolissacarideos formados por varios residuos de pentoses
(xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), acidos urénicos e grupos acetila.
Esses agucares estao ligados entre si, principalmente por ligagbes glicosidicas p-1,4 e p-1,3,
formando uma estrutura principal composta por um tipo especifico de residuo, a partir da qual
surgem ramificagBes laterais de cadeias curtas de outros compostos. A classificagdo das
hemiceluloses ocorre em fungdo do aguUcar predominante na cadeia principal e nas
ramificagcbes laterais (BUCKERIDGE, 2010). As hemiceluloses séo classificadas como xilanas,

mananas, galactanas e arabinanas, de acordo com o monémero constituinte (Figura 3).

Acido Metil-Glucurdnico

Acetato

Acetato o e qv:—N—(

= Arabinose

OCH,
OH

Acido fertlico

Figura 3: Estrutura tipica da hemicelulose mostrando as diferentes ligacdes e compostos
encontrados nas ramificacées.
Fonte: DODD; CANN, 20089.
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A lignina é o mais importante componente ndo-carboidrato da biomassa lignocelulésica,
sua estrutura € uma complexa macromolécula fendlica e hidrofébica. Durante o crescimento
das plantas, a lignina é depositada na rede de carboidratos da parede celular secundaria
(SANDGREN et al., 2005). E um heteropolimero amorfo constituido de unidades de
fenilpropano (&lcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-cumarilico) conectados por
diferentes ligagcdes C-C e C-O-C (PAPINUTTI e FORCHIASSIN, 2007; HENDRIKS e ZEEMAN,
2009).

As ligac6es que predominam na estrutura da molécula de lignina sao as ligacdes éteres
(O-4 éter), que sob condiges biologicas ndo sdo hidrolisaveis conferindo resisténcia a
estrutura aos ataques quimicos e enzimaticos (HAMMEL e CULLEN, 2008). A lignina é ligada
covalentemente a hemicelulose, principalmente as xilanas, por ligagdes éster, formando uma

matriz complexa que circunda as microfibrilas de celulose. A lignina confere resisténcia as

plantas contra atagues microbianos e ao estresse oxidativo (SANDGREN et al., 2005;
HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).
~

HO

Figura 4: Fragmento de estrutura da lignina.
Fonte: Andrade, 2009.

3.2 Pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos

A matéria-prima lignocelulésica apresenta em seu estado original caracteristicas que
dificultam ou impedem as a¢bes enzimaticas. O pré-tratamento da biomassa lignocelulosica
consiste na manipulagdo, quimica, fisica, bioldgica ou combinados para permitir ou facilitar o

acesso das enzimas aos componentes da parede celular da biomassa lignoceluldsica (REF).
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O objetivo do pré-tratamento é alterar ou remover impedimentos estruturais ou
composicionais, para melhorar as taxas de hidrdlise e aumentar os rendimentos de agUcares
fermentesciveis a partir da biomassa lignocelulésica (MOSIER et al., 2005).

O pré-tratamento escolhido é determinante para a hidrolise do material lignocelulésico. A
celulose, hemicelulose e a lignina terdo comportamentos especificos frente a acado do pré-
tratamento. Os efeitos destes processos estdo associados a dissolucdo da hemicelulose e
alteracdo da estrutura da lignina, o que favorece o acesso das enzimas hidroliticas aos
componentes da célula vegetal (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Assim, o pré-tratamento é
necessario para alterar a estrutura da biomassa celulésica, tornando-a mais acessivel para as
enzimas que atuam na conversao de carboidratos em acUcares fermentesciveis (PATEL e
ONKARAPPA, 2007).

Na selecdo dos pré tratamentos, fatores devem ser observados para obter baixo custo,
aumento da liberacdo de agucares, reducdo de perdas pela degradagdo de carboidratos e
reducdo da producéo de subprodutos inibidores (ADSUL et al., 2005 e MARTIN et al., 2006).

3.2.1 Pré tratamento fisico

Os pré tratamentos fisicos, como, moagem, microondas e irradiacdo, sdo utilizados a fim
de favorecerem a hidrélise dos materiais lignocelulésicos. A grande desvantagem deste método
reside na alta demanda energética necessaria para realizacdo dos processos. Explosdo a
vapor, explosédo de fibra por amdnia, explosdo de CO, ou 4gua quente pressurizada sdo
exemplos. A moagem resulta na reducao do tamanho da particula do substrato, aumentando
sua area de superficie e diminui a cristalinidade e o grau de polimerizagdo da celulose
(RAMOS, 2003).

3.3 Microrganismo e enzimas hidroliticas

Os fungos da microbiota ruminal tém recebido grande interesse biotecnolédgico, pois
possuem atividades mecénicas e enzimaticas que auxiliam na degradacdo de materiais
lignocelulésicos (CERDA, 2003).

As condic¢des ideais de atividade para algumas enzimas, na maioria das vezes, ndo sdo
as mesmas observadas no ramen. Sendo assim, enzimas que atuam em pH e temperatura
diferentes das condi¢Bes ruminais podem ser inativadas ou apresentar baixa atividade quando
submetidas a outras condi¢Bes de pH e temperatura (LARA, 2013).

Os fungos do género Trichoderma correspondem a fase anamdrfica do género
Hypocrea, pertencentes a classe dos fungos Mitospéricos, subclasse Hifomicetos, ordem
Moniliales, familia Moniliacea (SAMUEL e HADAVI, 1996). A principal caracteristica
morfoldgica do género Trichoderma spp. é a presenca de micélio, inicialmente na cor branca e
rapido crescimento. Com o desenvolvimento, torna-se cotonoso e compacto com tufos verdes
(DOMSH et al., 1980).

O fungo Trichoderma spp. é um microrganismo naturalmente encontrado no solo,

apresenta importante funcdo ecolégica, atuando na decomposicdo e mineralizacdo dos
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residuos vegetais, contribuindo com a disponibilizacdo de nutrientes para as plantas
(MENEZES et al., 2010).

O complexo enzimatico produzido por fungos é responsavel pela hidrélise da biomassa
lignoceluldsica, sendo constituido por enzimas com diferentes especificidades para hidrolisar
ligagdes glicosidicas (SANCHEZ, 2009).
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Figura 5: Representacéo esquematica de um sistema celulolitico.
Fonte: Yeoman et al., 2010.

3.4 Uso de substratos lignocelulésicos para producgao de celulases por fermentagdo em
estado sdlido e fermentacdo submersa

O substrato lignoceluldsico ideal deve ser barato, de facil processamento, disponivel em
grande quantidade e, sua composicdo deve ser adequada tanto para a hidrolise quanto para a
producéo das enzimas celuloliticas (JUHASZ et al., 2005).

Em 2002, 70% das pastagens cultivadas no pais eram constituidas por espécies do
género Brachiaria e estima-se que 50% das pastagens de Brachiaria eram constituidas pela
espécie Brachiaria decumbens, tornando assim a espécie mais difundida no Brasil (ALVIM et
al., 2002).

O bagaco de cana-de-agUcar é obtido em grande quantidade no Brasil, média de 290 kg
por tonelada de cana-de-agUcar. Estima-se que a cada ano sejam produzidos de 5 — 12

milhdes de toneladas desse material, correspondendo a 30% do total moido. Considerado um
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subproduto do qual ficam apenas alguns constituintes do material original restando fibras e
alguma quantidade de agucar (SILVA et al., 2007).

A fermentacdo em estado soélido envolve sélidos na auséncia ou quase auséncia de
agua livre entre as particulas do substrato, porém, com umidade suficiente para o crescimento
e metabolismo microbianos. Este processo simula as condi¢des observadas na natureza, onde
os fungos filamentosos crescem sobre materiais sélidos (PANDEY, 2003; SINGHANIA et al.,
2009).

Existe grande interesse em relagdo a FES, devido ao potencial de aplicacdo em
bioprocessos. A técnica pode ser empregada em processos de biorremediacéo, detoxificacdo
bioldgica de residuos agroindustriais, bioconverséo de biomassa, biotransformacéo de residuos
agricolas para enriquecimento nutricional e producdo de produtos de alto valor agregado.
Metabdlitos secundarios biologicamente ativos, incluindo antibiéticos, alcaldides, fatores de
crescimento vegetal, enzimas, acidos organicos e biocombustiveis, podem ser obtidos pelo uso
da técnica de FES (SINGHANIA et al., 2009; WANG e YANG, 2007).

As vantagens biotecnolégicas da FES s@o maior produtividade, maior concentragdo de
produtos finais, maior estabilidade dos produtos, menor repressao catabdlica, cultivo de
microrganismos especializados em substratos insoliveis em agua, ou cultivo de misturas de
varios fungos (SINGHANIA et al., 2009).

Fatores como temperatura, pH, aeracdo, atividade de &gua e umidade, natureza do
substrato sélido empregado sédo importantes para o estabelecimento da FES (SINGHANIA et
al., 2009).

A fermentacdo submersa (Fsm) consiste na utilizagdo de um meio fermentativo liquido
onde os nutrientes encontram-se dissolvidos ou suspensos. Atualmente é o método
fermentativo preferido para as aplicagbes comerciais, utilizada pela maioria das industrias de
bioprodutos. Controlar a Fsm é relativamente facil, uma vez que a transferéncia de massa,
calor e oxigénio sao facilitadas e a homogeneidade geralmente € superior. Este processo é
mais confiavel e reproduzivel, de facil controle e monitoramento o que torna a conducéo da
fermentacdo e a observacdo dos parametros chaves mais simples (FAZENDA et al., 2008).
Porém, a operacionalizagdo e o grande volume de residuos gerados encarecem O pProcesso
(WANG e YANG, 2007).
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Potencial celulolitico de Trichoderma longibrachiatum proveniente do rimen bovino

Artigo felaborado conforme normas da revista

Journal of Animal Science and Biotechnology.

Resumo

Contextualizacdo: Algumas espécies de fungos podem hidrolisar materiais lignoceluldsicos
promovendo a producdo de acglcares fermentesciveis. Nesta pesquisa, avaliou-se a producgéo
de celulases por Trichoderma longibrachiatum proveniente do fluido ruminal de bovinos em
fermentacdo submersa de Brachiaria decumbens ou bagago de cana. Avaliou-se o crescimento
desse fungo com suplementac¢édo de ureia ou sulfato de aménio e com dois sistemas de tampéao
para a producdo de celulases por T. longibrachiatum utilizando bagaco de cana-de-agUcar ou
Brachiaria decumbens.

Métodos: As fermentagfes ocorreram em tubos de ensaio de 150 mL, em meio contendo caldo
Sabouraud, as fontes de nitrogénio ndo proteicos e a fonte de carbono acondicionada em
saquinhos de TNT. As fermentacdes foram realiazadas em Shaker de bancada a 120 rpm e 39
°C durante dez dias. O delineamento foi inteiramente casualizado e apds as fermentagfes
foram avaliados os parametros pH final, biomassa fungica, degradacdo da matéria seca do
substrato, proteinas totais e quantificagdo de enzimas celuloliticas.

Resultados: Verificou-se que o fungo desenvolveu-se melhor em meio suplementado com
sulfato de aménio. O isolado avaliado promoveu melhor sintese protéica em meio com pH
inicial 4,5. Os meios fermentativos contendo B. decumbens produziram maiores concentracdes
de celulases. Os extratos enziméticos obtidos com 24 horas de fermentacdo promoveram maior
liberacdo de agUcares redutores totais, para ambos 0s substratos.

Conclusao: A producéo de celulases pelo isolado de T. longibrachiatum proveniente do rimen
bovino e suas aplicacdes na hidrélise de materiais lignocelulésicos para suplementagcédo de
racdo animal para ruminantes ou mesmo a utilizacéo destas enzimas para fins biotecnoldgicos
S&8o promissoras.

Palavras chave: Celulose. Alimentag&o animal. Coquetel celulolitico. Ruminantes.

ABSTRACT

Background: Some species of fungi can hydrolyze lignocellulosic materials promoting the
production of fermentable sugars. In this research, the production of cellulases by Trichoderma
longibrachiatum from the ruminal fluid of cattle in submerged fermentation of Brachiaria
decumbens or sugarcane bagasse was evaluated. The growth of this fungus with

supplementation of urea or ammonium sulfate and with two buffer systems for the production of
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cellulases by T. longibrachiatum using sugarcane bagasse or Brachiaria decumbens was
evaluated.

Methods: The fermentations occurred in 150 mL test tubes, in medium containing Sabouraud
broth, the non-protein nitrogen sources and the carbon source packed in TNT sachets. The
fermentations were realiazadas in Shaker of bench to 120 rpm and 39 °C during ten days. The
design was completely randomized and after the fermentations the final pH, fungal biomass,
substrate dry matter degradation, total proteins and cellulolytic enzyme quantification were
evaluated.

Results: It was verified that the fungus was better developed in medium supplemented with
ammonium sulfate. The evaluated isolate promoted better protein synthesis in medium with
initial pH 4,5. The fermentative media containing B. decumbens produced higher concentrations
of cellulases. The enzymatic extracts obtained with 24 hours of fermentation promoted greater
release of total reducing sugars for both substrates.

Conclusion: The production of cellulases by the T. longibrachiatum isolate from the bovine
rumen and its applications in the hydrolysis of lignocellulosic materials for animal feed
supplementation for ruminants or even the use of these enzymes for biotechnological purposes
are promising.

Keywords: Cellulose. Animal feeding. Cellulolytic cocktail. Ruminants.

INTRODUCAO

A vegetacdo fibrosa € a base da dieta dos ruminantes e a degradacdo das fibras
vegetais por meio da degradacao dos carboidratos das paredes celulares € fundamental para o
sistema digestivo dos ruminantes [1]. A interagdo simbidtica entre microrganismos ruminais e
ruminantes atende parte das necessidades protéicas, energéticas e vitaminicas, contribuindo
para o crescimento e a produgdo animal [2].

Atualmente, pesquisas tém analisado biomassas lignocelulésicas que se adéqiem ao
processo de hidrélise enzimatica para fins biotecnoldgicos. A matéria-prima ideal deve ser de
facil acesso, estar disponivel em grande quantidade, ser barata e facil de ser processada [3].

Bagaco de cana de aglicar vem sendo amplamente avaliado na literatura como co-
produto agroindustrial com potencial para producdo de complexos enzimaticos. Na safra
2016/2017, o Brasil apresentou area cultivada, destinada a moagem, de 9 milhdes de hectares,
com produtividade média de 72 t/ha [4]. Estima-se que, a cada trés toneladas de cana é gerada
uma tonelada de bagaco, quantidade suficiente para que o bagaco possa ser utilizado como
matéria-prima em diversos processos [5]. Brachiaria decumbens possui caracteristicas
desejaveis, porém poucos estudos relacionam sua utilizacdo a producdo de complexos
enzimaticos. Atualmente, 70 milhdes de hectares das pastagens brasileiras sdo formadas por
espécies do género Brachiaria [6].

Fungos da microbiota ruminal apresentam potencial biotecnolégico, pois possuem
habilidades mecanicas e enzimaticas que auxiliam e promovem a hidrolise da fibra vegetal [7].

Os fungos tém aplicacdo para a producdo de enzimas que faciltam a degradacdo de
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polissacarideos em ruminantes. As culturas microbianas de Aspergillus oryzae, Saccharomyces
cerevisiae e 0s extratos desses fungos tém sido utilizados como suplementos em dietas de
ruminantes, aumentando a produtividade em 7-8% [8].

Os fungos anaerébios do rimen podem assumir grande importancia para a digestdo das
forragens tropicais, produzindo enzimas ativas na degradacdo da celulose e da hemicelulose
lignificada [7-9].

A adicdo de aditivos microbianos contendo fungos exdgenos e suas enzimas a dietas de
ruminantes tem sido relatada para aumentar a producéo de leite por meio da otimizacdo da
digestdo [10-11]. A adicdo de Trichoderma longibrachiatum autéctone ou suas enzimas
hidroliticas a forragem tropical em periodos secos poderia facilitar a degradacédo da parede
celular das plantas, reduzindo os custos de produgéo [12].

As biomassas lignoceluldsicas podem constituir substratos para crescimento fungico e
producé@o de complexos enzimaticos [13-14]. O alto custo de producéo dessas enzimas limita o
processo em escala comercial [15]. A diminuicdo dos gastos € possivel com melhoramento do
meio de cultivo, adicionando-se co-produtos agricolas ou materiais renovaveis de baixo custo
como matéria prima e com suplementacao de nitrogénio assimilavel para o fungo [16-17-18]. A
utilizacdo de tecnologias alternativas no processo, como a fermentacdo submersa (Fsm), é
amplamente discutida para maior produtividade enzimatica e equalizacdo dos custos de
produgéo [15-19].

Neste estudo, avaliou-se a producdo de celulases por Trichoderma longibrachiatum,
proveniente do fluido ruminal de bovinos alimentados em pastagem de Brachiaria (Syn.
Urochloa) [12], em fermentagcdo submersa de Brachiaria decumbens ou bagago de cana-de-
aclcar. Objetivou-se otimizar o meio de cultura para a fermentacéo e o crescimento desse
fungo com suplementacéo de fontes de nitrogénio. Analisou-se também o efeito do pH sobre a
producé@o enzimatica de T. longibrachiatum e comparou-se o potencial do bagaco de cana-de-

aclcar e da Brachiaria decumbens para a producgéo de celulases por T. longibrachiatum.
MATERIAL E METODOS

Microrganismo utilizado

O isolado de Trichoderma longibrachiatum avaliado foi proveniente do rimen de novilhos
de corte criados em sistema extensivo em pastagem Brachiaria decumbens, suplementado
com uma mistura mineral para bovinos de corte contendo ureia [12].

Este fungo filamentoso foi cultivado durante sete dias em agar Sabouraud, e a extracdo
de DNA foi conduzida de acordo com Rosa et al. [20]. O material extraido foi submetido a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido
ITS de rDNA foram ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), [21]. O produto foi quantificado em NanoDrop 1000ND
(NanoDrop Technologies) e ajustado para 100 ng.ul'1 para ser utilizado em reacfes de

sequenciacao.
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As reacdes de sequenciacdo foram realizadas em DYEnamicTM (Amersham
Biosciences, EUA) utilizando o sistema de sequenciacdo automatizado MegaBACETM 1000 no
Genome Analysis Center e Gene Expression of UFMG. As sequéncias de DNA obtidas foram
analisadas utilizando BLASTn v. 2.215 de BLAST 2.0 [22]. Considerou-se como essa espécie 0
isolado com similaridade de 99% ou mais, e sequéncias foram depositadas no GenBank
[KF781535].

O isolado foi preservado em agua destilada esterilizada, conforme método Castellani
[23], sendo realizados repiques periodicos a cada trés meses em meio Batata, Dextrose, Agar
(BDA, Acumedia, Séo Paulo - Brasil).

Materiais lignocelulésicos utilizados

O feno de Brachiaria decumbens foi produzido em uma fazenda localizada no Norte de
Minas Gerais. O bagaco da cana-de-aclcar foi cedido pela Usina de Alcool e Aglcar S&o
Judas Tadeu - SADADbio, localizada em Jaiba, Norte de Minas Gerais.

Ambos os materiais lignocelulésicos foram secos ao sol e para a padronizagdo da
granulometria os materiais passaram por processo de moagem em moinho de facas tipo Willey
com granulometria de 1-3 mm. Os materiais foram acondicionados em saquinhos de tecido n&o
tecido (TNT) com dimensfes de 2 x 4 cm e gramatura de 100 um, previamente secos em
estufa a 105° C e devidamente pesados (0,5 gramas de substrato por saquinho), identificados e
selados.

Subamostras de B. decumbens e baga¢o de cana foram coletados para andlise da
composicao bromatolégica [24]. As composi¢des desses substratos encontram-se descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢do bromatologica da Brachiaria decumbens proveniente da zona rural do
municipio de Montes Claros/MG e do bagacgo de cana proveniente da Usina Sao Judas Tadeu
(SADA) localizada em Jaiba/MG

Paréametros Brachiaria decumbens Bagaco de cana-de-agUcar
MS (% na MN) 95,38 91,15
FDN (% na MS) 82,26 59,89
FDA (% na MS) 53,04 37,89
Lignina (% na MS) 7,50 7,15
PB (% na MS) 3,06 2,25
CNF (% na MS) 7,77 36,42
Celulose (% na MS) 45,54 30,74
Hemicelulose (% na MS) 29,22 22,00
EE (% na MS) 1,02 0,08
Minerais (% na MS) 5,89 1,36

Notas: MS: matéria seca; MN: matéria natural; FDN: fibra em detergente neutro; FDA:
fibra em detergente acido; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; CNF: Carboidratos nao
fibrosos.

Experimentacéo

O primeiro experimento teve como objetivo selecionar a fonte de nitrogénio adequada
para promover o crescimento fungico. No experimento 2 objetivou-se avaliar o efeito do pH
inicial sobre o crescimento fangico e a produgdo de enzimas do complexo celulolitico, utilizando
dois tamp0des. Ambos foram conduzidos sob temperatura de 39 °C, simulando a temperatura no

ambiente ruminal de bovinos.

EXPERIMENTO 1 - Efeitos da suplementacdo com nitrogénio néo protéico em
fermentacbes de Brachiaria decumbens e bagaco de cana por Trichoderma

longibrachiatum

Comparou-se a suplementacdo do meio de cultivo com ureia ou sulfato de aménio a
0,5%. As fermentacdes ocorreram em tubos de ensaio de 150 mL, em meio contendo 0,5 g da
fonte de carbono (Brachiaria decumbens ou bagaco de cana) acondicionados em saquinhos de
TNT de 2 x 4 cm e gramatura de 100 pym, vedados em maquina seladora. O material

lignoceluldsico foi adicionado a 45 mL de caldo Sabouraud e 0,25 mg da fonte de nitrogénio
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(sulfato de amobnio ou ureia). Esses materiais foram inseridos nos tubos de ensaio e
autoclavados a 120 °C e 1 atm por 20 min.

Ap6bs o resfriamento 5 mL de uma suspensédo do fungo T. longibrachiatum padronizado a
10" UFC/mL foi inserida segundo a metodologia descrita por Rizzatti et al. [25]. Os tubos de
ensaio foram incubados a 39°C em incubadora Shaker de bancada (NT712, Novatecnica, S&o
Paulo - Brasil) com agitacdo orbital a 120 rpm por dez dias. Para cada tratamento, utilizou-se
um grupo controle onde os meios foram padronizados conforme descrito acima, porém, sem a
adicdo da suspencéao de fungo. Os tubos controles tiveram seus volumes completados com 5
mL de meio de cultura.

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (2x2x5), sendo dois substratos, duas fontes de nitrogénio e cinco periodos de
fermentacdo. Utilizaram-se trés repeticdes, considerando os periodos dois, quatro, seis, oito e
dez dias de incubacao. As variaveis observadas foram o potencial hidrogenidnico final (pH final)

e crescimento de massa fungica (biomassa).

EXPERIMENTO 2 - Dinadmica de producdo de celulases por Trichoderma

longibrachiatum em fermentacdo submersa de bagaco de cana e Brachiaria decumbens

Foram preparados dois meios de fermentagéo, o primeiro com tampao acetato de sédio
(pH 4,5) e 0 segundo com tampao fosfato de potassio (pH 6,8). As condicdes de fermentagéo
foram semelhantes aquelas descritas anteriormente, sendo ultilizado o sulfato de aménio como
fonte de nitrogénio, de acordo com os dados obtidos no experimeto 1.

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (2x2x6), sendo dois substratos, dois meios com pHs diferentes e seis periodos. Foram
realizadas trés repeticdes para cada tratamento e seus respectivos controles, considerando os
periodos um, dois, quatro, seis, oito e dez dias de fermentacdo. As varidveis observadas foram
pH final, biomassa, degrada¢cdo da matéria seca do substrato, proteinas totais (PT) e

quantificacdo de enzimas celuloliticas.

Obtencéo dos extratos enzimaticos

ApOs o término das fermentacdes, as amostras de cada periodo de incubacéo e seus
respectivos controles foram centrifugadas a 4.000 g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuge 5804
R, Eppendorf) para realizagdo das dosagens enziméticas e proteinas totais Os extratos foram
acondicionados em frascos de 40 mL e conservados em ultra-freezer vertical a -80 °C

(AmericanLab, Sao Paulo - Brasil).

Determinacdo da massa fungica, degrada¢édo do substrato e pH
As massas flingicas e os saquinhos com substratos foram colocados em placas de Petri
e desidratados em estufa de secagem a 40°C (TE — 394/3, TECNAL, Sé&o Paulo - Brasil) até
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obter peso constante para quantificacdes da massa fangica e dos substratos degradados, em
base seca.

A massa fungica foi mensurada de maneira direta em balanga analitica pela diferenca
entre os pesos das placas de Petri com as biomassas fungicas e os pesos das placas vazias.

A degradacdo foi calculada com auxilio da formula abaixo:

Degrada(_;éo (%) — E-_ [Peso final sub] _E | Peso final cont

Peso inicial sub Peso inicial cont
Onde:

Peso final sub: peso final do substrato em base seca (mg)
Peso inicial sub: peso inicial do substrato em base seca (mg)
Peso final cont: peso final do controle em base seca (mg)

Peso inicial cont: peso final do controle em base seca (mg)

O pH das amostras foi mensurado antes e apds das fermentacdes utlizado o

potencidémetro digital (PG1800, Gehaka, Sao Paulo - Brasil).

Determinacédo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada empregando-se o método de
Bradford [26], onde foram adicionados 1 mL do reagente de Bradford (Amresco®, Ohio - EUA) e
100 uL de extrato enzimatico em tubos de ensaio, a reagao foi processada por dois minutos em
temperatura de 25°C, uma curva padrdo de albumina sérica foi construida no programa
M.Wave Basic (ChromTech) para determinar a concentracdo da amostra. ApOs a reacdo, as
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (AJX1000, Ajmicronal) em comprimento de

onda de 595 nm e as quantifica¢cdes foram expressas em pug/mL.
Dosagens enzimaticas

Dosagem de celulase total

A quantificacé@o da atividade de celulase foi realizada em papel de filtro de acordo com a
metodologia adaptada de Ghose [27]. O substrato utilizado foi o papel de filtro Whatman N°. 1
cortado em tiras de 1,0 x 6,0 cm (aproximadamente 50 mg). O substrato foi enrolado e
colocado em tubos de ensaio juntamente com 1,0 mL de tampéao fosfato de potassio (0,1 M; pH
6,8) e 0,5 mL do extrato enzimatico. A reacdo foi incubada a 39 °C durante 60 minutos e a
quantificacdo de aguUcares redutores totais (ART) foi estimada conforme a metodologia
adaptada de Miller [28].

Dosagem de carboximetilcelulase (CMCase)
A carboximetilcelulase foi determinada pelo método de carboximetilcelulose (CMC) de
acordo com a metodologia adaptada de Ghose [27]. Uma solucdo de carboximetilcelulose 1%

(m/v) foi utilizada como substrato na dosagem de CMCase. Foram adicionados em tubos de
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ensaio 0,5 mL de solucdo de substrato de carboximetilcelulose 1% (m/v), 0,5 mL de extrato
enzimatico e 1,0 mL de tampé&o fosfato de sddio (0,1 M; pH 6,8). A reacédo foi incubada a 39 °C
durante 60 minutos e a quantificacdo de agUcares redutores foi estimada conforme a

metodologia adaptada de Miller [28].

Dosagem de avicelase (Avicel)

Para a determinacao avicelase, foi utilizada a solucéo de Avicel (celulose microcristalina)
1% (m/v) como substrato [29]. Constituiu na adicdo de 0,5 mL de extrato enzimatico em tubos
de ensaio juntamente com 0,5 mL de solucdo de Avicel 1% (m/v) e 1,0 mL de tampéo fosfato
de potassio (0,1 M; pH 6,8) incubados a 39 °C por 60 minutos.

Periodicamente o sistema substrato-enzima era agitado com o intuito de manter a
celulose microcristalina em suspensao. Antes de realizar a retirada do volume necessario para
quantificacdo de ART, os tubos de ensaio foram mantidos em repouso por 20 minutos para que
pudesse ocorrer a precipitacdo da celulose microcristalina, impedido que a turbidez da mesma

interferisse nas leituras.

Determinacéo de agUcares redutores totais por DNS
Apos as incubacdes, 1 mL das misturas foram retirados para determinagéo dos ART e
colocados em tubos de ensaios juntamente com 1 mL de DNS. Os tubos foram agitados e
aquecidos em banho Maria (Modelo SP06/100ED, SPLabor) a 96 °C por cinco minutos.
Posteriormente, os tubos foram resfriados em banho de gelo por cinco minutos, adicionando
em seguida 16 mL de tartarato duplo de potassio e sédio. O branco da leitura consistiu em
substituir o volume do extrato por agua destilada. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro (AJX1000, Ajmicronal, Sdo Paulo - Brasil) a 540 nm, apés o aparelho ter
sido zerado com agua destilada, as concentracdes de glicose foram expressas em g/L. Os
controles foram dosados juntamente com o0s extratos e os valores obtidos foram descontados
das leituras obtidas nos respectivos periodos de incubacdo. Os dados foram lidos e
armazenados pelo programa M.Wave Basic (ChromTech).
A concentracdo de glicose foi transformada para pmol/L, mediante a interpolacéo da

curva padréo de glicose e os resultados das dosagens foram expressos nessa unidade.

Estatistica

Apos teste de normalidade e homogeneidade, os dados foram avaliados e submetidos &
analise de variancia e as médias comparadas a 5% de significancia. Utilizou-se o pacote
estatistico SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas, Versado 9.1: Fundagéo Arthur Bernardes
- UFV - Vicosa, 2007) [30] para analisar os dados.
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RESULTADOS

Efeitos da fonte de nitrogénio em fermentacdes de Brachiaria decumbens e bagaco de
cana por Trichoderma longibrachiatum

O fungo T. longibrachiatum promoveu maior degradacédo na Brachiaria decumbens em
relagdo ao bagaco de cana (Tabela 2). A B. decumbens apresentou média de degradabilidade
pelo fungo de 48,7%, ndo verificou-se diferenca significativa (P>0,05) entre as fontes de
nitrogénio. No bagaco de cana o fungo degradou em média 42,5% e ndo houve diferenca

significativa (P>0,05) entre as fontes de nitrogénio utilizadas (Tabela 2).

Tabela 2: Valores médios de pH, massa de fungo e degradabilidade do substrato, coletadas
apos 240 horas de fermentacdo submersa de bagaco de cana (BC) ou Brachiaria decumbens
(BD) sob agitacdo a 120 rpm a 39°C.

i ) Massa de Degradabilidade do
Substrato + fonte de nitrogénio pH
fungo (mg) substrato (%)

BC + Sulfato de Amonio 4,77°¢ 55,6 AP 41,75°
BC + Ureia 7,44 " 44,00 B¢ 43,36 °
BD + Sulfato de Amonio 4,95°¢ 59,80 4 48,21 "
BD + Ureia 6,57 ° 37,00°¢ 49,474
Coeficiente de variacdo (%) 21,75 17,08 8,15

Notas: Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo Teste de Duncan
(P <0,05)

Sulfato de am6nio promoveu maior acidificacdo do meio em relagdo a ureia em ambos
0s substratos e a fermentacdo com bagaco de cana apresentou menor valor de pH (Tabela 2),
porém néo se verificou diferenca significativa (P>0,05) nos valores de pH entre os substratos
quando suplementados com sulfato de amdnio.

Trichoderma longibrachiatum apresentou melhor crescimento quando suplementado com
sulfato de amoénio, sem diferenca significativa entre os substratos. Na B. decumbens, quando
suplementada com sulfato de aménio, o fungo apresentou crescimento 38% maior em
comparacdo com a suplementacéo com ureia.

Observou-se a queda do pH nas primeiras 48 horas do processo fermentativo. No inicio,
BC apresentou pH 5,61 quando suplementado com sulfato de aménio e pH 6,69 com a ureia. A

BD na presenca de sulfato de amonio apresentou pH inicial de 5,80 e pH 6,49 com a ureia. A
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partir de 96 horas de fermentacdes, os meios contendo ureia tiveram um aumento consideravel
no pH (Figura 1.1).

pH
©

—o— Bagaco de cana + Sulfato de aménio
—&— Bagaco de cana + Ureia
354 e A+ Brachiaria + Sulfato de Aménio
—>— Brachiaria + Ureia

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (horas)

Figura 1.1: Valores de pH no decorrer do processo fermentativo por Trichoderma
longibrachiatum com bagaco de cana e Brachiaria decumbens suplementados com sulfato de
amoénio ou ureia. Média dos valores observados nas fermentacfes, ensaios realizados em
triplicata.

A biomassa fungica foi maior no meio suplementado com sulfato de aménio, em ambos

0s substratos, ndo sendo possivel diferencia-los (Figura 1.2, p>0,05).
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Figura 1.2: Crescimento de massa fungica no decorrer do processo fermentativo por

Trichoderma longibrachiatum com bagaco de cana e Brachiaria decumbens suplementados



36

com sulfato de ambnio ou ureia. Média dos valores observados nas fermentacdes, ensaios

realizados em triplicata.

Trichoderma longibrachiatum desenvolveu-se melhor no bagaco de cana suplementado

com sulfato de amonio, entretanto nao foi possivel diferencia-lo estatisticamente (Figura 1.2).

Dindmica de produc&o de celulases por Trichoderma longibrachiatum em
fermentacdo submersa de bagaco de cana e Brachiaria decumbens em dois sistemas de

tampdes

Verificou-se efeitos do tipo de substrato e dos tempos de fermentacéo para o pH final,
producdo de massa fungica, taxa de degradacdo de substrato, producdo de proteinas e
enzimas do complexo celulolitico. O tipo de tampao utilizado e o pH inicial influenciaram no pH

final e na taxa de degradacéo dos substratos.

pH FINAL

Apés vinte e quatro horas de fermentacéo, o pH do meio diminuiu em relacdo ao pH
inicial com excecao para as fermentacdes do bagaco de cana tamponado com fosfato de sédio
(pH 6,8) (TABELA 3, p<0,05).

Tabela 3: Valores médios de pH ao término do periodo de fermentacdo do bagago de cana
(BC) ou Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de sédio (pH 4,5) ou
fosfato de sédio (pH 6,8), incubados a 39°C

Substrato + Periodos (dias)

pH 1 2 4 6 8 10
BC pH 4,5 4,225 4,09 4,97 & 4,83 % 4,82 6,56
BC pH 6,8 5,60 B2 6,71 "% 5,63 % 7,02 % 6,44 "% 6,60 "%
BD pH 4,5 5,31 %2 4,37°% 6,00 A% 6,16 " 6,37 " 4,60 ®°
BD pH 6,8 6,18 * 6,61 " 6,96 6,94 6,61 " 6,57 "

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas, na coluna, e maidsculas, nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, considerando o valor nominal de 5% de significancia.

Os meios tamponados com fosfato de sédio com pH inicial (6,8), para ambos os
substratos, mantiveram médias de pH semelhantes ao longo dos periodos (Tabela 3, p>0,05).

Nas fermentacdes em acetato de sodio (pH inicial 4,5) o pH final teve comportamento
diferente para BD (Tabela 3, p=0,0012) Com dez dias de fermentacdo de BD (pH 4,5)
observou-se pH final menor que fermentacées de BC (pH 4,5), sendo o pH final do meio com

BC 45,77 % maior em relacdo ao inicial.
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A interacdo entre os substratos e os tamp®&es néo foi significativa (p=0,2994), verificou-se
aumento linear do pH para a fermentacdo do BC utilizando o tampéo acetato de sédio com pH
inicial 4,5 (Figura 1.3, p<0,01).

7,5
7
6,5
6
5,5
5
4,5
4

3,5 - --#--BC6,8
- - -BD4,5
3 4

2,5 - Linear (BC4,5)  y=0,178x+4,071 R*=0,657 (p=0,009)
2 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Periodo (dias)

pH final

Figura 1.3: Comportamento do pH das fermentaces de bagaco de cana (BC) ou Brachiaria
decumbens (BD) por Trichoderma longibrachiatum em meios tamponados com acetato de

sédio (pH 4,5) ou fosfato de sédio (pH 6,8) ao longo dos periodos de incubagdes.

MASSA FUNGICA

Trichoderma longibrachiatum desenvolveu-se melhor tendo B. decumbens como
substrato (p<0,001) em ambos tampdes avaliados. Os tampfes nao influenciaram o
crescimento do fungo. As biomassas fungicas obtidas nos dois tampdes foram iguais
(p=0,9698).

Ao longo do tempo, os dois substratos promoveram biomassas semelhantes em ambos
os tamples, ndo sendo possivel diferencid-los estatisticamente a 5 % de significAncia
(p=0,2567). No décimo dia de incubacao, B. decumbens promoveu o crescimento de 80,03 mg
de massa fungica em meio tamponado com fosfato de sddio, valor 48,36% superior a massa
gerada nas primeiras vinte e quatro horas. Bagaco de cana com quatro dias de fermentacao
apresentou maiores valores de biomassa flngica, porém, ndo foi possivel diferencia-los

estatisticamente (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores médios de massa fungica (mg) ao término das fermentacdes do bagaco de
cana (BC) e Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de sddio (pH 4,5)

e fosfato de sédio (pH 6,8), incubados a 39°C

Periodos (dias)

Substrato + pH

1 2 4 6 8 10
BC pH 4,5 41,06 46,26 68,90 54,40 31,93 32,00
BC pH 6,8 39,87 31,67 52,27 44,27 41,13 36,00
BD ph 4,5 42,03 72,37 46,83 56,93 43,50 68,23
BD pH 6,8 41,33 48,13 51,83 73,70 63,17 80,03

Observou-se aumento linear para a massa fungica utilizando BD tamponado com fosfato
de sddio (pH 6,8) e efeito quadratico para o crescimento com BC em tampédo com acetato de
sédio (pH 4,5) (Figura 1.4, p<0,01).

Massa fungica (mg)

5 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Periodo(dias)
--#--BC6,8
- =--:BD45
Polindmio (BC 4,5) Y= -1,462x%+ 14,70x + 22,40 R?=0,721 (p=0,009)
Linear (BD 6,8) y =5,256x+30,03 R?=0,806 (p=0,004)

Figura 1.4: Massa de Trichoderma longibrachiatum (mg) em fermentacdes com bagaco de cana
ou Brachiaria decumbens em meios tamponados com acetato de sédio (pH 4,5) ou fosfato de

sédio (pH 6,8) ao longo de dez dias.

A equacdo linear y = 2,757X +12,65 foi a que mais se ajustou para expressar os dados
da B. decumbens no tampé&o acetato de sédio (pH 4,5), sendo o modelo estatisticamente

significativo (p=0,0230). Para a B. decumbems em tampao fosfato, a regressdo nao foi
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significativa (p= 0,057). Para o bagaco de cana, em ambos os tampdes, o modelo linear foi o
que melhor se ajustou para expressar os dados os valores de degradacdo em funcdo do tempo
(Figura 1.5).

56 -

Degradacao (%)

' --#--BC6,8

12 - !

Linear (BC4,5) y=2,757x+12,65 R?=0,504 (p=0,0230)

1 ,‘ Linear (BD 4,5) y=3,659x+ 15,12 R>=0,558 (p=0,0380)
,’, Linear (BD 6,8) Y =3,063x+ 14,87 R?=0,488 (p=0,0226)
i /’,
0 '- T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Periodo (dias)

Figura 1.5: Valores médios das degradacdes dos substratos bagaco de cana (BC) e Brachiaria
decumbens (BD) fermentados em meios tamponados com acetato de sédio ou fosfato de sddio
por T. longibrachiatum ao longo de dez dias de fermentag&o.
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PROTEINA TOTAL
Os teores de proteinas nos meios contendo B. decumbens foram 17,44% maiores em
relacdo ao bagaco de cana (Tabela 5, p<0,05). Entretanto, ndo foram influenciados pelos

tampdes e pH iniciais.

Tabela 5: Teores de proteina total (ug/mL) ao término do periodo de fermentagdo do bagacgo de
cana (BC) e Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de sodio (pH 4,5)

e fosfato de so6dio (pH 6,8), incubados a 39°C.

Substrato Periodos (dias)

+pH 1 2 4 6 8 10

BCpH4,5 10,52Ab 10,73 Aa 10,81 Aab 15,32 Ab 2577 Aa 27,82 Aa
BCpH6,8 8,18Bb 22,73 ABa 2526 ABa 35,84 Aa 34,14 Aa 19,49 ABa
BDpH4,5 4450Aa 12,39Ca 23,61BCa 22,60BCab 30,78 ABa 20,59 BCa

BDpH6,8 23,89ABb 25,61 Aa 7,39Bb 24,69 ABab 31,93Aa 30,70 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, e médias seguidas pela mesma letra
mailscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Ducan, considerando 5% de
significancia (CV 31,98%).

A fermentac¢é@o com B. decumbens em tampéo acetato apresentou maior teor de proteina
no primeiro periodo (p=0,0027). Para os demais tratamentos os maiores teores de proteina
foram observados com seis dias de fermentacdo (p=0,0027). As fermentacdes com bagaco de
cana em tampao acetato apresentou teores de proteinas semelhantes ao longo dos periodos
(Figura 1.6).
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Proteina Total (ug/mL)
N
(03]

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

o Periodo (dias)
--=-- Brachiaria pH 6,8

Linear (Cana pH 4,5) y =2,134x+ 5,805 R*=0,875 p=0,031
Polinémio (Cana pH 6,8) y =-0,866x2 + 10,40x + 1,060 R?=0,852 p=0,0187
Polinémio (Brachiaria pH 4,5)  y=0,340x- 4,451x +36,22 R?=0,134 p=0,045

Figura 1.6: Valores médios dos teores de proteinas nos extratos de bagaco de cana (BC) e
Brachiaria decumbens (BD) fermentados em meios tamponados com acetato de sédio ou

fosfato de sédio por T. longibrachiatum ao longo de dez dias de fermentagéo.

QUANTIFICACAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

CELULASE TOTAL

O melhor substrato para producdo de celulases totais por fermentacdo submersa do
fungo T. longibrachiatum foi a B. decumbens (Tabela 6, p<0,0044). Entretanto, pH inicial e o
tipo de tampé&o do meio fermentativo ndo influenciaram na liberagcdo de ART pelas celulases
totais (p>0,05).
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Tabela 6: Média de agucares redutores (umol/L) liberados pela agdo das celulases totais
produzidas por T. longibrachiatum apds dez dias de fermentacdo do bagaco de cana (BC) ou
Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de sédio (pH 4,5) ou fosfato de
sédio (pH 6,8), incubados a 39°C.

Tampdes
Substrato —
pH 4,5 pH 6,8 Media
BC 1.113,85 998,52 1.051,85°
BD 1.355,62 1.248,92 1.302,27 *

Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os substratos avaliados (Teste
de Tukey, p<0,01).

Ao longo dos periodos de fermentacéo as celulases totais liberaram maiores teores de
ART com a B. decumbens, apenas no quarto dia de fermentacdo que as celulases totais

liberam maiores teores de ART utilizando o bagaco de cana (Figura 1.7).
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Figura 1.7: AcuUcares redutores totais liberados pela acao das celulases totais produzidas
durante as fermentagBes de bagaco de cana (BC) ou Brachiaria decumbens (BD) por T.

longibrachiatum em meios com pHSs iniciais diferentes.

CARBOXIMETILCELULASE
O melhor substrato para producdo de carboximetilcelulases pela fermentacdo submersa
do fungo T. longibrachiatum foi B. decumbens. (Figura 1.8, p<0,0001). O pH do meio

fermentativo néo influenciou (p=0,5128) na liberacdo de ART pelas carboximetilcelulases.
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Figura 1.8: Aclcares redutores totais liberados pela a¢do das carboximetilcelulases produzidas
durante as fermentagfes de bagaco de cana (BC) ou Brachiaria decumbens (BD) por T.

longibrachiatum em meios com pHs iniciais diferentes.

Os ART liberados pelas carboximetilcelases variaram ao longo dos periodos de
fermentacéo (p<0,0001), sendo o primeiro dia o periodo de maior atividade, liberando cerca de
50% a mais ART em relacdo ao segundo dia de fermentacdo. A producdo dessa enzima foi
diminuindo ao longo dos periodos de fermentacéo, no primeiro dia liberou em média 1.854,87
pmol/L de ART ao final do décimo dia a quantidade foi 80% menor.

A interagdo entre o substrato, tampao e o periodo néo foi significativa (p=0,0905) para os
ART liberados pelas carboximetilcelulases. Em todos os tratamentos avaliados, o extrato
enzimético obtido com um dia de fermentacdo promoveu maior liberagcdo de ART, ndo sendo
possivel diferenciar, estatisticamente, qual substrato e pH inicial foi o melhor (Tabela 7). Os
demais periodos diminuiram gradativamente a quantidade de ART liberado, ndo sendo
possivel identificar em qual substrato e pH inicial o extrato enzimatico fora o mais eficiente

dentro de cada periodo (Tabela 7).
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Tabela 7: Média de acuUcares redutores totais (umol/L) liberados pela acdo das
carboximetilcelulases produzidas por T. longibrachiatum apés dez dias de fermentacdo do
bagaco de cana (BC) e Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de
sédio (pH 4,5) e fosfato de sodio (pH 6,8), incubados a 39°C

Substrato + Periodos (dias)
pH 1 2 4 6 8 10
BC pH 4,5 1.739,23 566,18 999,13 384,85 475,51 270,13
BC pH 6,8 1.387,69 340,45 358,95 257,18 323,79 301,59
BD pH 4,5 1.887,25 825,21 608,73 579,13 364,50 336,74
BD pH 6,8 2.405,32 2.016,77 442,21 521,77 736,40 510,67
AVICELASE

O melhor substrato para producdo de avicelases pela fermentacdo submersa do fungo T.
longibrachiatum foi a B. decumbens. As avicelases presentes nos extratos enzimaticos das
fermentacées com B. decumbens foram 37,80% mais eficientes (p<0,0001) em liberar ART
comparando-se com as fermenta¢es do bagaco de cana. Assim como na atividade das outras
enzimas avaliadas, o pH do meio fermentativo néo influenciou (p=0,0508) na liberagdo de ART

pelas avicelases.

A interacdo entre o substrato, tampéo e o periodo néo foi significativa (p=0,5039) para os
ART liberados pelas avicelases. Em todos os meios fermentativos avaliados, o extrato
enzimatico obtido com um dia de fermentacdo promoveu maior liberagdo de ART, ndo sendo
possivel diferenciar, estatisticamente a 5% de probabilidade, qual tratamento foi o melhor
(Tabela 8).
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Tabela 8: Média de acucares redutores totais (umol/L) liberados pela agdo das avicelases
produzidas por T. longibrachiatum ap6s dez dias de fermentacdo do bagaco de cana (BC) e
Brachiaria decumbens (BD) em meios tamponados com acetato de sédio (pH 4,5) e fosfato de
sédio (pH 6,8), incubados a 39°C.

Substrato + Periodos (dias)
pH 1 2 4 6 8 10
BC pH 4,5 1.461,70 333,04 684,59 148,02 314,54 185,02
BC pH 6,8 1.924,26 370,05 481,06 92,51 351,55 166,52
BD pH 4,5 2.090,78 740,10 647,59 444,06 259,03 296,04
BD pH 6,8 2.553,34 1.350,68 370,05 351,55 999,13 370,05

O melhor substrato para produgéo de avicelases pela fermentagdo submersa do fungo T.

longibrachiatum foi B. decumbens. (Figura 1.9, p<0,0001).
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Figura 1.9: Aclcares redutores totais liberados pela acédo das avicelases produzidas durante as

fermentacdes de bagaco de cana (BC) ou Brachiaria decumbens (BD) por T. longibrachiatum

em meios com pHs iniciais diferentes.
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DISCUSSAO

Efeitos da fonte de nitrogénio em fermentacdes de Brachiaria decumbens e bagaco de
cana por Trichoderma longibrachiatum

No primeiro experimento utilizou-se pH inicial entre 5,5 e 6,5, sem adicdo de tampdes
para observar a variacdo natural no pH durante os periodos de fermentacdo. Observou-se
diminuicdo dos valores de pH em todos os meios nas primeiras 48 horas de fermentacéo,
indicando atividade fermentativa do isolado de T. longibrachiatum. Chahal et al. [31] atribuiram
a essa diminuicdo de pH a producéo de moléculas acidas pelo fungo.

Ao longo dos periodos de fermentagdo, os valores de pH estiveram entre 4 e 6,7 e de
acordo com Kubicek e Harman [32] o crescimento étimo de fungos lignocelulésicos encontra-se
no intervalo de pH entre 4 e 6,5. Para o género Trichoderma essa faixa ocorre entre pH 4 e 5,
sendo que apenas algumas espécies suportam valores de pH abaixo de 3 [31].

O sulfato de ambnio promoveu melhor crescimento de T. longibrachiatum (p<0,05),
justificando o uso desse nutriente no experimento 2. Possivelmente o fornecimento de enxofre
por esse substrato poderia contribuir para melhor biossintese de aminoacidos e proteina do
fungo, favorecendo o desenvolvimento e produgdo de micélios. O sulfato de aménio pode
provocar também diminui¢cdes nos valores de pH, favorecendo o crescimento [33].

O isolado selecionado de T. longibrachiatum foi mais eficiente em hidrolisar B.
decumbens, visto que esse substrato apresentou maiores valores de proteina bruta, extrato

etéreo e minerais quando comparado ao bagaco de cana.

Dindmica de producdo de celulases por Trichoderma longibrachiatum em fermentacéo

submersa de bagaco de cana e Brachiaria decumbens em dois sistemas de tampdes

Crescimento fungico e degradacédo dos substratos

Nesse segundo experimento, o fungo foi 19% mais eficiente em degradar B. decumbens.
A cepa utilizada neste experimento foi extraida do rimen de bovinos alimentados com este
substrato, sugerindo melhor adaptacdo pelo fungo para degradar esse substrato
lignoceluldsico. Em meio tamponado com acetato de sddio (pH 4,5), o fungo foi eficiente em
degradar ambos os substratos, embora essas condigcbes ndo sejam vivenciadas em animais
ruminantes, cujo pH ideal no ambiente ruminal varia entre 5,5 e 7 [34]. Para manter esses
valores de pH, os ruminantes dependem de agentes tamponantes, como 0s sais a base de
carbonatos e os consegue pela saliva, que € rica em bicarbonato de sodio (pH 8,1) [35].

Com dois dias de fermentacdo o fungo foi capaz de degradar 36,35% dos substratos,
ndo sendo observadas diferencas significativas nos demais periodos, para ambos os
substratos. Essas taxas poderdo ser justificadas pelas composi¢cbes dos substratos e suas
naturezas cristalinas que dificultam o acesso do fungo para uma melhor degradacéo. O isolado
foi adicionado na fermentacdo ja em crescimento logaritmico, com grande expressdo de

enzimas, dessa forma 0 maximo degrado pelo isolado ocorreu com 48 hs de fermentacéao.
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As maiores taxas de crescimento flungico foram observadas com dois a seis dias de
incubacéo, variando de 49,60 a 57,32 mg. Em termos praticos, o periodo de fermentacao
poderia ser reduzido para 48 hs, uma vez que o maior tempo de incuba¢do ndo promoveu

maior producédo de massa flingica ou maiores taxas de degradacéo dos substratos.

Producédo de proteinas

Trichoderma longibrachiatum quando inoculado em fermentagédo submersa de bagaco de
cana, em meio tamponado com acetato de sodio (pH 4,5) promovem maior concentracdo de
proteina que foi 30,78 % maior em relagdo meio com fosfato de potassio (pH 6,8). As
pesquisas indicam que fungos lignocelulésicos desenvolvem melhor em meio acidos [31],
justificando a melhor producéo proteica. Entretanto, os tamp®@es néo influenciaram os teores de

proteinas nas fermenta¢ges com B. decumbens.

Producéo de celulases

Diversos pesquisadores tém investigado a utilizacdo de materiais lignocelulésicos como
substrato em processos fermentativos para producdo de enzimas. Alguns substratos
lignoceluldsicos tem sido frequentemente utilizados, como por exemplo, farelo de trigo [36-37],
farelo de arroz [38], bagaco de cana [39-40], palha de arroz [41], palha de cana, sabugo de
milho e folhas secas [42] e a casca do coco verde [43]. Essas pesquisas mostram o potencial
de materiais lignoceluldsicos, considerados como residuos, tém em se transformarem em
bioprodutos, principalmente enzimas, e serem destinados as mais diversas areas industriais.

A utilizacdo de enzimas como suplementagdo animal vem sendo amplamente discutida
na literatura, tornando-se alternativa importante no agronegdécio. As enzimas incorporadas a
racdo séo responsaveis por iniciar a degradacéo dos carboidratos estruturais dos volumosos e
complementar as atividades enzimaticas associadas aos microrganismos ruminais [44].
Pesquisas tém constatado que enzimas exdgenas podem tornar a fibra vegetal mais sollvel ou
mais disponivel ao ataque microbiano no rimen, favorecendo a degradacédo [45-46-47]. Outro
setor que tem utilizado a adicdo de celulases é o de biocombustiveis para a sacarificacéo de
residuos lignoceluldsicos, com a posterior producéo de etanol

Neste experimento as dosagens enzimaticas demonstraram que 0s coquetéis
celuloliticos exerceram atividades hidroliticas sobre o substrato, com pico maximo de liberagao
de ART nas primeiras 24 horas de fermentacdo. Apos esse periodo, observou-se decréscimo
nas curvas de ART para todas as enzimas dosadas. Provavelmente o microrganismo tenha
consumido o ART durante a fase inicial de crescimento, estabilizando no decorrer das
fermentacdes. Song e Wei [48] observaram o0 mesmo comportamento de uma linhagem flungica
ndo reportada, em relacdo liberagdo de ART por acdo de celulases, em fase inicial de
crescimento.

Em fermentagcdo submersa de diversos materiais lignocelulésicos constatou-se também

gue a maioria dos compostos enzimaticos promoveu liberagdo de AR no primeiro contato com
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0 substrato. O complexo enzimatico testado e o substrato utilizado foram variaveis
dependentes para a liberacdo de ART [49].

Pesquisas relacionadas a degradacao ruminal de forragens, constataram que o periodo
mais ativo para os efeitos das celulases sdo de 6-12 horas do inicio do processo digestivo, nao
sendo observados valores significativos apos periodos de incubacéo ruminal prolongados [46-
50]. Dessa forma, o isolado avaliado neste estudo apresentou comportamento satisfatorio para
a velocidade fisiolégica de degradacédo de fibras que ocorre com 0 maximo de trés a seis dias
[51-52].

Neste presente estudo, apés 24 horas de fermentacdo houve queda da produtividade
das enzimas avaliadas e isso poderia ser atribuida a escassez de nutrientes dos meios
fermentativos utilizados. .Em outra pesquisa, a queda de produtividade das enzimas foi
atribuida ao acimulo de metabdlitos secundarios produzidos por T. longibrachiatum, ou ainda a
escassez de nutrientes para o crescimento ou inibicao pelo acimulo de glicose no meio [53].

O formato de crescimento dos fungos em meios fermentativos interfere diretamente na
sintese das enzimas [54]. Em fermenta¢@o submersa, fungos filamentosos crescem sob a
forma de pellets ou dispersos no meio [55-56]. Esses autores apontam que a morfologia
influencia diretamente a produtividade de enzimas. Neste experimento, observou-se a
formacéo de pellets (aglomerado de células) que poderia limitar o crescimento. Segundo alguns
autores, dentro dos pellets a transferéncia de oxigénio é limitada, diminuindo a produtividade

de enzimas celuloliticas [55-56].

Celulases totais

Observou-se em 24 horas a produgdo maxima de celulases e que o isolado avaliado de
T. longibrachiatum com as condi¢des de fermentacdes descritas neste trabalho, possui grande
potencial para a rapida producdo de enzimas celuloliticas. Para diferentes linhagens de
Aspergillus niger, a producéo de celulases foram maiores com 72 horas de fermentacéo [57].

Nesta pesquisa, as dosagens de celulases foram realizadas em pH 6,8 a 39°C, visto que
as enzimas para serem utilizadas na dieta de ruminantes devem ser estaveis a variacdes de
temperatura entre 39 e 42°C, uma vez que esta é a faixa de temperatura do ramen, principal
orgdo de digestédo dos ruminantes [51]. Nessas condicdes, 0s coquetéis exerceram atividades
hidroliticas para ambos os substratos e as celulases produzidas na fermentacdo de B.
decumbens foram 19,23% mais eficientes em liberar ART que aquelas produzidas em
fermentacdes de bagaco de cana. Indicando o potencial de utilizacdo desse volumoso para

producédo de coquetéis enzimaticos como suplementacao alimentar para ruminantes.

Carboximetilcelulases

As carboximetilcelulases apresentaram baixas atividades, sendo que a maior
concentracéo foi observada na fermentacdo com B. decumbens 0,143 U.mL™ em 24 horas de
fermentacdo. As enzimas carboximetilcelulase e avicelase atuam sinergeticamente na

degradacédo da celulose [58]. Celulose é composta por estruturas cristalinas e amorfas, sendo
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as estruturas cristalinas mais resistentes a degradacdo microbiana [59]. Estudos realizados por
Silva [60] demonstraram que bagaco de cana ndo foi uma boa fonte de carbono para a
producédo de enzimas celuloliticas pelas linhagens do género Pleurotus.

A comparacao destes resultados com a literatura é prejudicada devido as diferengas no
tipo de substrato, de microrganismo e das condi¢c6es de cultivo utilizadas. Silva et al. [61]
isolaram de canavial uma linhagem de Trichoderma sp. que apresentou atividade de
carboximetilcelulase de 0,0046 U.mL™ , nesta presente pesquisa, constatou-se maior produc&o,
(0,148 U.mL™), utilizando o bagaco de cana em fermentacdo submersa nas primeiras 24 horas
de fermentacéo.

Uma pesquisa utilizando a linhagem T676 de Trichoderma reesei registraram atividade
celulolitica total de 0,042 U.mL™ , empregando bagaco de cana-de-aglicar como substrato [62],

valores inferiores aos apresentados neste trabalho.

Avicelases

As dosagens de avicelases foram determinadas utilizando a celulose microcristalina
como substrato a ser degradado pelos coquetéis enzimaticos, esse substrato tem como
caracteristica ser insolUvel, possuir alta organizagédo estrutural, baixo grau de polimerizagédo e
grande disponibilidade de terminais redutores e ndo redutores. Tais caracteristicas tornam a
celulose microcristalina um substrato dificil de ser hidrolisado em fermenta¢gfes submersas.

Em outro estudo, a avicelase do fungo Thermoascus aurantiacus em fermentacgédo solida
sobre o bagaco de cana, apresentou concentracdo de 0,6 U.mL™? [63]. Neste experimento, 0
isolado de T. longibrachiatum, em fermentacdo submersa desse substrato, apresentou valor
méaximo de producdo de 0,11 U.mL™. Entretanto, sabe-se gue a fermentacao sdlida apresenta

extratos enziméticos com rendimentos melhores em relagdo a fermentacéo submersa [64].

CONCLUSAO

O isolado de Trichoderma longibrachiatum proveniente do ramen bovino desenvolve-se
melhor em meio fermentativo com sulfato de amdnio em comparagdo a ureia e apresenta
melhor degradacéo de Brachiaria decumbens em comparac¢éo a hidrélise do bagago de cana.

Na fermentacédo do bagaco de cana o isolado avaliado promove melhor sintese proteica
em meio com pH inicial 4,5, tamponado com acetato de sédio. Entretanto, os meios contendo
B. decumbens produzem maiores concentracdes de celulases que aqueles com bagaco de
cana e as maiores liberacdes de aglcares redutores por celulases totais, carboximetilcelulases

ou avicelases séo observadas com 24 hs de fermentagéo.
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5- CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de celulases pelo isolado de T. longibrachiatum e suas aplicacbes na
hidrolise de materiais lignoceluldsicos sédo promissoras. Futuros estudos, considerando um
enriquecimento do meio de cultivo, poderdo maximizar essa produc¢éo, favorecendo a produgéo

desses complexos enzimaticos em escala industrial.
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ANEXOS

Curva padrao de glicose

A curva padrdo de glicose para os ensaios de Celulase total, endoglicanase e
exoglicanase foi construida conforme as diluigbes contidas na tabela 1. A glicose utilizada para
elaboragdo da curva padrdo foi mensurada em balanga analitica e solubilizada em agua
destilada. Preparou-se 100 mL de solucdo de glicose com a concentracdo de 1 g/L.

Tabela 1: Diluicdes da solucéo padréo de glicose a1 g/L.

Concentracéo de glicose Volume de solucéo padréo Volume de agua destilada

(g/L) de glicose (mL) (mL)
0,10 1,0 9,0
0,20 2,0 8,0
0,30 3,0 7,0
0,40 4,0 6,0
0,50 5,0 5,0
0,60 6,0 4,0
0,70 7,0 3,0
0,80 8,0 2,0
0,90 9,0 1,0
1,00 10,0 0,0

As diluicbes foram preparadas em tubos de ensaio de 25 mL. As quantificagcbes dos ART
foram feitas a partir das diluicdes e seguindo o item 6.5.6. O programa M.Wave Basic
(ChromTech) gerou um gréfico onde o eixo X representa os valores de absorbéancia e o eixo Y
as concentracdes de glicose, uma equacdo de reta foi gerada para determinar as

concentracdes de glicose das amostras desconhecidas.

Curva Padréo de Albumina

A curva de proteina de albumina de soro bovino foi utilizada como padréo para
quantificar os teores de proteinas totais nas amostras de extratos enzimaticos. A curva foi
construida seguindo as diluicdes contidas na tabela 2. Utilizou-se o kit de preparo Bradford

Method Protein Assay Kit (Amresco®, Ohio - EUA) para construcéo da curva padréo.
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Tabela 2: Diluicdes de solugéo estoque de albumina sérica bovina 0,5 mg/mL.

Volume 0,5 Concentracéo
o Volume de 0,15 M )
Diluicdo padrao mg / mL de BSA final BSA
de NaCl (mL) (uL)
(HL) (Hg /' ml)
em branco (vazio) 0 100 0
S1 5 95 25
S2 10 90 50
S3 15 85 75
S4 20 80 100

As diluicbes foram preparadas em tubos de ensaio de 10 mL e as quantificagcbes dos
teores de proteinas totais foram feitas adicionado-se aos tubos com as diluiges 1 mL do
reagente Bradford (Amresco®, Ohio - EUA). Cubetas redutoras foram utilizadas para realizacao
das leituras em espectrofotdbmetro (AJX1000, Ajmicronal) a 595 nm. O programa M.Wave Basic
(ChromTech) gerou um gréafico onde o eixo X representa os valores de absorbancia e o eixo Y
as concentracdes de BSA, uma equacdo de reta foi gerada para determinar os teores de

proteinas totais, expressos em pg/mL.

Solucédo de DNS

Para o preparo do reagente DNS, inicialmente pesou-se 10,6 g de acido 3,5
dinitrossalicilico e 19,8 g de NaOH, dissolveu-se os reagentes em 1416 mL de agua destilada.
Em seguida adicionou-se 7,6 mL de fenol (fundido & 50 °C) e 8,3 g de metabissulfito de sddio.
O reagente foi transferido para frasco &mbar, identificado, datado e armazenado sob
refrigeracdo (EMBRAPA, 2013)

Solucdo de tartarato duplo de s6dio e potassio

Pesou-se 15,1 g de tartarato duplo de sddio e potassio tetrahidratado (KNaC,H,O¢ . 4
H,0) o qual foi solubilizado em um litro de agua destilada. A mistura foi homogeneizada e
transferida para um frasco &mbar, identificado, datado e armazenado ao abrigado da luz
(EMBRAPA, 2013)

Solucao tampao fosfato de potassio (0,1 M; pH 6,8)

Inicialmente preparou-se 25 mL de solugdo aquosa de fosfato dibasico de potassio
(K;HPO4 a 1 M e 25 mL de solugdo aquosa de fosfato monobéasico de KH,PO, al M.
Posteriormente misturou-se em um bal@o de 500 mL, 24,85 mL da solucdo aquosa de K,HPO,
1 M e 25 mL da solucdo aquosa de KH,PO, 1 M, o volume do balédo foi totalizado com agua
destilada. A mistura foi homogeneizada e foi feita a verificagdo do pH com auxilio do pHmetro
PG1800, (Gehaka, Sdo Paulo - Brasil) devidamente calibrado. A solucdo foi identificada e

mantida sob refrigeracéo.



