A Producao do Conhecimento b -~
nas Ciéncias Biologicas

' José Max Barbosa de Oliveira Junior
’ (Organizador)

Atena

Editora
Ano 2019



José Max Barbosa de Oliveira Junior
(Organizador)

A Producao do Conhecimento nas Ciéncias
Biologicas

Atena Editora
2019



2019 by Atena Editora
Copyright © da Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao e Edigao de Arte: Lorena Prestes e Geraldo Alves
Revisao: Os autores

Conselho Editorial
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana
Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva - Universidade Estadual Paulista
Prof® Dr® Deusilene Souza Vieira Dall’Acqua - Universidade Federal de Rondonia
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof? Dr? Juliane Sant’Ana Bento - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins
Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagha - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista
Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Vanessa Lima Goncalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Dados Internacionais de Catalogagcao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

P964 A producao do conhecimento nas ciéncias bioldgicas [recurso
eletrénico] / Organizador José Max Barbosa de Oliveira Junior. —
Ponta Grossa (PR): Atena Editora, 2019.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-279-1

DOI 10.22533/at.ed.791192504

1. Ciéncias bioldgicas. 2. Biologia — Pesquisa — Brasil. I. Oliveira
Junior, José Max Barbosa de.

CDD 574
Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

O conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores.

2019
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.
www.atenaeditora.com.br




APRESENTACAO

A obra “A producdo do Conhecimento nas Ciéncias Biologicas’ consiste de uma
série de livros de publicacédo da Atena Editora. Com 21 capitulos o volume | apresenta
uma visado holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas, com produgao
de conhecimento que vai de biologia molecular a biologia da conservagdo. Assim,
0os conhecimentos apresentados nos capitulos permeiam distintas tematicas dessa
area, como: biotecnologia, semicondutores, avaliacdo fisico-quimica, controle de
proliferacdes, atividade celulolitica, diversidade e taxonomia, jogos didaticos e ensino
de biologia, educacéo ambiental, saude e qualidade de vida e restauragcéo ecoldgica.

Essa amplitude de conhecimento &€ bem inerente as Ciéncias Biologicas, afinal,
sdo tais ciéncias (biologia geral, genética, botanica, zoologia, ecologia, morfologia,
fisiologia, bioquimica, biofisica, farmacologia, imunologia, microbiologia e parasitologia)
que buscam entender as interacées dos/entre diferentes seres vivos e também com
0 ambiente em que vivem, identificando os padrées de comportamento de cada um
deles em relacé&o as mais variadas condigcbes ambientais e atividades antropicas.

Recentemente o renomado pesquisador Dr. Leandro Juen fez uma afirmativa
extremamente coerente e condizente com a real situa¢do da ciéncia no mundo: “nossa
capacidade de gerar conhecimento é bem menor do que a velocidade da alteragdo e da
degradacdo ambiental’ e, em consequéncia disso, muitas espécies e formas eficazes
de ensino serdo perdidas até mesmo antes do conhecimento de suas existéncias/
funcbes pela ciéncia. Essa assertiva nos faz pensar o quanto ndo somente a ciéncia
aplicada, mas também a bésica, s&do fundamentais para amenizarmos essa situacao.
E “a produgao do conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas” traz ciéncia: da basica a/e/ou
aplicada. Assim, inspirado em um artigo de Courchamp et al. (2015), convidamos todos
a refletirem sobre a importancia que a ciéncia basica exerce na “base” da producao de
conhecimento, ou seja, estudos basicos sao fundamentais para entendermos 0 nosso
complexo mundo bioldgico.

Mesmo que historicamente o financiamento para pesquisas basicas tenha sido
em niveis inferiores aos de outras grandes categorias de pesquisa, arrisco dizer que,
possivelmente poucas pesquisas na edicao desse livro tiveram grande financiamento,
mas que, no entanto, os 21 capitulos do livro trazem pautas de grande relevancia (na
area de Ciéncias Biologicas) para toda comunidade académico-cientifica e sociedade
civil, auxiliando na promog¢é&o de uma ciéncia basica e/ou aplicada de qualidade, e no
estabelecimento de uma base técnica, cientifica e educacional acessivel a todos os
segmentos e atores envolvidos na area ambiental, como forma de subsidiar acbes de
politicas publicas, administrativas, educacionais e de conservacao de maneira geral.

Por fim, convidamos todos os leitores a mergulharem no misto de boas informacdes
que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado para difundir
e ampliar o conhecimento em Ciéncias Bioldgicas, com base nos resultados aqui
dispostos. Ademais, esperamos que 0s mesmos resultados sejam fontes inspiradoras



para que jovens estudantes/pesquisadores(as) continuem descobrindo, criando,
aperfeicoando e contribuindo na geragcdo de novas tecnologias e conhecimento
em Ciéncias Biolégicas, proporcionando uma ampliacdo das agdes cientificas e
educacionais realizadas em prol de uma causa maior “o equilibro entre homem e
meio ambiente”. Considerem nesse momento “meio ambiente” como um termo amplo,
maleavel e multifacetado, que envolve ndo somente as esferas “bioldgica” e “fisica”,
mas também o componente antropico (sociedade - economia, cultura, dentre outros) e
todas as dinamicas das relacdes que se estabelecem em todas essas esferas.
A todos(as), uma excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 8

PRODUCAO DE CELULASES POR FUNGOS
FILAMENTOSOS ISOLADOS NO NORTE DE

MINAS GERAIS CULTIVADOS EM MEIO

DE CULTURA CONTENDO RESIDUOS DE BANANEIRA

Adriele Mercia Alves Santos
Centro Federal de Educacgao Tecnologica de
Minas Gerais- CEFET

Araxa-MG.
Barbhara Mota Marinho

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri — UFVJM

Janauba-MG
Vivian Machado Benassi

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri — UFVJM

Diamantina-MG

RESUMO: As biomassas lignocelulésicas vem
se tornando uma fonte importante de matéria
prima para a produgao de bioetanol. Isso ocorre
devido a possibilidade de liberacao de agucares
fermentaveis. Uma importante fonte dessas
biomassas, sdo os residuos lignoceluldsicos,
como por exemplo, o bagago da cana-de-
acucar. Diante disso, o objetivo deste trabalho
consiste no isolamento de fungos filamentosos,
bem como a verificagado de atividade celulolitica,
utilizando residuos de bananeira. Para isso,
foram colhidas 3 distintas amostras, para a
realizacdo do isolamento de fungos. Assim
foram obtidos oito fungos filamentosos. Apds o
isolamento foi realizado microcultivo, analise de
temperatura e obtida a sua taxa de crescimento
em centimetros/hora. Foirealizado um screening

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas

em meio CP acrescido de palha de bananeira,
na melhor temperatura de crescimento de cada
micro-organismo e posteriormente determinada
sua atividade para a Filter Paperase. Diante
dos resultados, foi
screening entre os fungos 2.2 e 2.7, em meio

realizado um segundo

liquido CP, acrescidos de farelo de trigo e
palha de bananeira, durante 7 dias, de forma
estacionaria, a 45°C. Assim pode-se observar
que o fungo 2.2 obteve uma maior atividade
utilizando palha de bananeira, 0,209 U, enquanto
o fungo 2.7 obteve maior atividade para a Filter
Paperase utilizando o farelo de trigo, 0,215 U.
Vale ressaltar que esses dois micro-organismos
isolados s&o termofilos.

PALAVRAS-CHAVE:
lignoceluldsicos.

Residuos
Fungos filamentosos.

Atividade celulolitica.

ABSTRACT:
become an important source of raw material
for the production of bioethanol. This is due to
the possibility of release of fermentable sugars.

Lignocellulosic biomass has

An important source of these biomasses are
lignocellulosic residues, such as sugarcane
bagasse. Therefore, the objective of this work is
the isolation of filamentous fungi, as well as the
verification of cellulolytic activity, using banana
residue. For this, 3 different samples were
collected, for the accomplishment of the fungus
isolation. Thus eight filamentous fungi. After
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the isolation, microculture, temperature analysis and its growth rate were obtained in
centimeters / hour. A screening was carried out in CP medium with banana straw, at
the best growth temperature of each microorganism and later determined its activity
for Filter Paperase. Before the results, a second screening was carried out between
fungi 2.2 and 2.7, in CP liquid medium, with wheat bran and banana straw for 7 days,
stationary at 45 ° C. It can be observed that fungus 2.2 obtained a greater activity using
banana straw, 0.209 U, while fungus 2.7 obtained greater activity for Filter Paperase
using wheat bran, 0.215 U. It is noteworthy that these two isolated microorganisms are
thermophilic.

KEYWORDS: Lignocellulosic residues. Filamentous fungi. Cellulolytic activity.

11 INTRODUCAO

O bioetanol utiliza como matéria-prima biomassas lignocelulésicas, podendo ser
utilizados residuos lignocelulésicos como, por exemplo, bagaco de cana-de-agucar
(HARGREAVES, 2008).

Biomassas lignocelulosicas necessitam de um tratamento para disponibilizar
seus acucares fermentaveis para tal producéo. Esse tratamento pode ser enzimatico,
através da utilizagdo de enzimas celulases. Vale citar que, no caso dos fungos
filamentosos, ha grande busca por esse tipo de micro-organismo, que tenha 0 maximo
de atividade celulolitica possivel para degradacao dessa biomassa e producdo do
etanol de segunda geracao (HARGREAVES, 2008).

Em vista disso, esse trabalho teve como objetivo o isolamento de fungos
filamentosos e verificacdo da sua atividade celulolitica em meio contendo residuos de
bainhas foliares de bananeira.

2| METODOLOGIA

Foram coletadas, de forma asséptica, trés amostras, a primeira amostra tratou-
se de bagaco de cana-de-agucar oriunda de uma cachacgaria, localizada na cidade de
Salinas-MG; a segunda amostra foi baga¢o de cana-de-acucar oriunda da usina de
alcool e energia SADA localizada na cidade de Jaiba-MG e a terceira amostra tratou-
se de ragdo bovina feita a partir de sorgo oriunda de uma zona rural, em Porteirinha-
MG.

As amostras foram inoculadas em meio de cultivo sélido aveia Quaker@
(EMERSON, 1941), sendo realizados trés métodos: (1) a primeira amostra coletada foi
mantida na estufa bacterioldgica durante trés dias, a 40°C, (2) a segunda amostra foi
mantida parte a 30°C e outra parte a 45°C, durante trés dias, e (3) a terceira amostra
foi mantida a 30°C durante dois dias. O isolamento foi realizado observando-se as
caracteristicas morfoldgicas macroscopicas dos fungos filamentosos.

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas Capitulo 8




Apoés o isolamento dos micro-organismos foi realizado o seu microcultivo de
acordo com a técnica de Ridel (LACAZ, 1991) para identificacdo dos fungos a nivel de
Género.

Em seguida, objetivou-se analisar a melhor temperatura de crescimento dos
fungos isolados e caracterizar os micro-organismos em mesofilos, terméfilos e/ou
termotolerantes. Os mesmos foram cultivados em meio sélido farelo de trigo 4% m/v e
agar 2% m/v, sendo mantidos de 30°C, a 60°C, com intervalo de 5°C, sendo medido a
taxa de crescimento em centimetros/hora.

Para identificacdo do melhor fungo produtor de celulase, os mesmos foram
inoculados em meio de cultura liquido CP (PEIXOTO et al., 2003) com fonte de carbono
palha de bananeira, e fonte de nitrogénio extrato de levedura, sendo mantidos em
estufa bacterioldgica, de forma estacionaria, na melhor temperatura de cultivo de cada
organismo, de acordo com o experimento anterior. Para isso, os fungos identificados
como A.1, 4.2, 4.3 e 2.6 foram mantidos a 35°C, durante 5 dias, enquanto que 0s
fungos A.2 e 2.5 foram mantidos a 40°C, durante 5 dias; e os fungos 2.2 e 2.7 foram
mantidos a 45°C, durante 7 dias.

Apds crescimento, o extrato bruto extracelular contendo as enzimas foi separado
da massa micelial por filtracdo a vacuo, e mediu-se o volume do extrato bruto
extracelular (mL), massa micelial seca (g) e pH.

A atividade da Filter Paperase (FPase) foi determinada utilizando-se Papel Fil-
tro Whatman No 1 (1,0 x 6,0 cm) de acordo com a metodologia de Ghose (1987). O
processo ocorreu através da reagdo de formagdo de agucares redutores durante a
incubacéao da enzima com o papel filtro e tampé&o citrato de sédio 100 mM, pH 4,8, a
55°C (MILLER, 1959). Apés tal processo, as amostras foram levadas ao espectofroto-
metro Femto@ e realizada a leitura a 540 nm.

Diante dos resultados do experimento anterior foi realizado um novo screening
entre os fungos 2.2 e 2.7 em meio liquido CP (PEIXOTO et al., 2003), utilizando duas
fontes de carbono, o farelo de trigo e palha de bananeira, mantidas durante 7 dias, em
estufa bacterioldgica, de forma estacionaria, a 45°C.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Das amostras coletadas, foram isolados oito distintos fungos filamentosos. Da
primeira amostra foi isolado o fungo filamentoso identificado como A.2, da segunda
amostra foi obtido os fungos filamentosos identificados como 4.2, 4.3, 2.2, 2.5. 2.6 e
2.7, e da terceira amostra, foi obtido o fungo filamentoso identificado como A.1. A partir
dos isolados analisaram-se as caracteristicas morfolégicas macroscopicas (Tabela 1).

Fungo Cor Textura Pigmentacao
AA Preto com centro claro Cotonosa Ausente
A.2 Branca com centro verde Aveludada Ausente
4.2 Cinza Cotonosa Ausente

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas Capitulo 8




4.3 Branca Aveludada Ausente

2.2 Cinza Cotonosa Ausente
2.5 Cinza Camurca Ausente
2.6 Branca Aveludada Ausente
2.7 Cinza Camurca Ausente

Tabela 1. Caracteristicas macroscopicas morfologicas dos fungos isolados.

Em relacdo ao microcultivo pode-se observar que o fungo A.1 foi identificado
como Mucor sp., enquanto que o fungo A.2 foi identificado como Penicillium sp., 0s
fungos 4.2 2.2; 2.5; 2.6 e 2.7 foram identificados como Aspergillus sp., enquanto que,
o fungo 4.3 nao obteve sua identificacédo (Figura 1).

Figura 1. Imagens microscépicas dos fungos filamentosos isolados. (A) A.1. (B) A.2. (C) 4.2. (D)
4.3. (E) 2.2. (F) 2.5. (G) 2.6. (H) 2.7. Aumento de 400 vezes.

Em relagdo a anélise da temperatura de crescimento dos fungos isolados, pode-
se observar que o fungo A.1 obteve melhor crescimento a 35°C com 0,131 cm/h,
enquanto que o fungo A.2 obteve melhor crescimento a 40°C (0,058 cm/h) (Tabela 2).

O fungo 4.2 obteve como melhor temperatura 35°C, com uma taxa de 0,339
cm/h, o fungo 4.3 obteve como melhor temperatura a 35°C, com uma taxa de 0,137
cm/h (Tabela 2).

Assim como, o isolado 2.2 cresceu melhor a 45°C (0,104 cm/h) e o micro-
organismo 2.5 foi a 40°C com 0,101 cm/h. Vale citar que, o fungo 2.6 obteve como
melhor temperatura de crescimento a 35°C, com uma taxa de 0,070 cm/h, 0 2.7 a
45°C, como uma taxa de 0,150 cm/h. Na temperatura de 60°C nenhum dos fungos
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isolados apresentou desenvolvimento e na temperatura de 55°C somente o fungo 2.7
apresentou crescimento de 0,02 cm/h (Tabela 2).

Taxa de crescimento (cm/h)

Fungos 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
A1 0,105 0,131 0,089 - -
A2 0,008 0,031 0,058 0,002 -
4.2 0,084 0,339 0,068 - -
4.3 0,102 0,137 0,086 - -
2.2 0,059 0,080 0,087 0,104 -
2.5 0,064 0,081 0,101 0,083 0,029
2.6 0,007 0,070 0,053 0,045 -
2.7 0,007 0,062 0,110 0,150 0,128

Tabela 2. Determinacéo da temperatura de crescimento dos fungos isolados em meio de cultivo
solido.

Ap6s andlise das caracteristicas dos fungos isolados, os mesmos foram
cultivados em meio de cultura liquido CP (PEIXOTO et al., 2003) para escolha do
micro-organismo produtor de FPase.

Dentre os fungos filamentosos isolados, pode-se observar que os maiores niveis
da celulase FPase foram obtidos pelos fungos 2.6 com 0,194 U totais; seguido do 2.7
0,189 U totais; o fungo 4.2 com 0,151 U totais e o organismo 4.30,137 U totais (Tabela

3).
Fungo Filamentoso pH Atividade Total (U)

A1 8,14 0,079
A2 7,77 0

4.2 7,99 0,151
43 8,04 0,137
2.2 7,27 0,088
25 7,97 0

2.6 7,93 0,194
2.7 7,29 0,189

Tabela 3. Andlise da producéo da FPase pelos fungos filamentosos isolados no norte de Minas
Gerais.

Vale citar que, apesar dos fungos 2.6 e 2.7 terem obtidos maiores niveis de
atividade, escolheram-se os fungos 2.2 e 2.7, pois s&o fungos que crescem a
temperatura mais elevada (45-50°C) comparados aos outros isolados, tendo em vista,
gue micro-organismos termofilicos tendem a produzirem enzimas termotolerantes.

Diante desses resultados, realizou-se um novo screening com os fungos 2.2 e
2.7, com fontes de carbono palha de bananeira e farelo de trigo.

Pode-se observar que o fungo 2.2 obteve maior atividade FPase em meio de
cultura CPcontendo palha de bananeira como fonte de carbono, enquanto que o fungo
2.7 obteve maior atividade enzimatica em meio contendo farelo de trigo como fonte de

carbono (Tabela 4).
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Fonte de carbono Atividade Fpase (U Totais)
Fungo Filamentoso 2.2 Fungo Filamentoso 2.7
Palha de Bananeira 0,209 0,189

Farelo de Trigo 0,116 0,215

Tabela 4. Producéo de FPase pelos fungos 2.2 e 2.7.

41 CONCLUSOES

Conclui-se que a partir desse trabalho foram isolados oito fungos filamentosos
com caracteristicas macroscopicas diferentes. Os fungos A.1, 4.2, 4.3, A.2,25¢e 2.6
sao mesofilos e os fungos 2.2 e 2.7 sao termofilos. Os fungos isolados pertenceram aos
Géneros Mucor, Penicillium e Aspergillus, assim como, 0 4.3 nao pode ser identificado.

Dentre os fungos isolados, os fungos 2.2 e 2.7 possuiram maior atividade
enzimatica com substrato papel filtro, com temperatura mais alta, comparada aos
outros isolados. Entre os fungos 2.2 e 2.7, o fungo 2.2 apresentou maior atividade
celulolitica, utilizando palha de bananeira como fonte de carbono. Enquanto que com
a fonte de carbono farelo de trigo, o fungo 2.7 apresentou maior atividade celulolitica.
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