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A menos que modifiguemos a nossa
maneira de pensar, nao seremos
capazes de resolver os problemas
causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo’.

(Albert Einstein)
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Producéo, Caracterizacéo de xilanase extracelular por Penicillium brefeldianum utilizando bagaco de

cervejaria e sua aplicacéo

Resumo

A producdo de enzimas xilanoliticas tem sido amplamente explorada nos Gltimos anos por diversas espécies
de fungos filamentosos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de xilanases por Penicillium
brefeldianum, um fungo filamentoso isolado da Mata Atlantica do Parand, utilizando bagaco de cervejaria
para avaliar seu potencial na sacarificacdo de residuos agroindustriais. O extrato enzimatico foi obtido a
partir de cultivo liquido contendo 1% de bagaco de cervejaria (p/v) e cultivado em condicfes estacionarias a
28° por 9 dias. O fungo apresentou versatilidade em produzir diversas enzimas tais como: Xilanase (830 U
mL™), pectinase (295 U mL™), B -glicosidase (29,45 U mL™), avicelase (13,71 U mL™) p-xilosidase (3,46 U
mL™), celulase (1,89 U mL™) e Fpase (0,60 U mL™). A xilanase produzida por esse fungo apresentou pH
6timo de atividade enzimatica de 4,5 e estabilidade de 98% na faixa de pH 2,5 a 8,0 por até 96 horas. A
temperatura O6tima de atividade da xilanase foi 55°C com meia vida de 90 minutos. No processo de
sacarificacdo enzimatica de residuos (bagago de cana, bagaco de cervejaria, palha de arroz, palha de milho,
palha de trigo, sorgo biomassa) com extrato bruto de P. brefeldianum foi obtido que o bagaco de cervejaria
apresentou melhor resultado sem qualquer tipo de pré-tratamento, exibindo 35% de sacarificacdo. Porém, o
pré-tratamento dos residuos com NaOH 1% a 30°C por 12 horas ou a 121°C e pressao de 1 atm por 30
minutos resultaram em melhores rendimentos de agUcares redutores totais. E dentre os residuos
sacarificados, o bagaco de cervejaria (60%) liberou maior quantidade de acgucares totais, seguido de palha de
trigo (58,73%), palha de milho (58%) sorgo biomassa (54%) e sorgo com baixa lignina (35%). Entretanto, as
pentoses produzidas apos sacarificagdo mostraram que o tratado com NaOH (121°C e pressdao de 1 atm)
apresentou 7,35 vezes mais pentoses quando comparado ao in natura, seguido de casca de arroz (5,52 vezes)
e sorgo biomassa (4,39 vezes). Dessa forma, o fungo filamentoso P. brefeldianum isolado da Mata Atlantica
do Oeste do Parana foi capaz de utilizar o bagago de cervejaria como indutor de hemicelulases, celulases e
pectinases, além disso, exibiu potencial de sacarificacdo de residuos agroindustriais para producdo de

acucares redutores.

Palavras chave: Celulases, Fungos, Hemicelulase, Hidrdlise, Residuos



Production, Characterization of extracellular xylanase by Penicillium brefeldianum using brewers

spent grain and its application

Abstract

The production of xylanolitic enzymes have been widely explored in the past few years by several species of
filamentous fungi. The objective of this study was to evaluate the production of xylanases by Penicillium
brefeldianum an isolated filamentous fungus of Parana Atlantic Forest using brewers spent grain and
evaluate its potential in the agro-waste saccharification. The enzyme extract was obtained from liquid culture
using 1% (w / v) brewers spent grain in modified under stationary conditions at 28 ° for 9 days. The fungus
had large capacity in the production of xylanase (830 U mL™), pectinase (295 U mL™), p-xylosidase (3,46 U
mL™), FPase (0,60 U mL™), avicelase (13, 71 U ml™), cellulase (1.89 U mL™) and B -glycosidase (29,45 U
mL™). The optimum pH of 4.5 was found for xylanase and stability in 98% range of 2.5 to 8.0 for 96 hours.
The optimum temperature was 55 °C with a half life of 90 minutes. The zymogram of the crude extract of P.
brefeldianum exhibited three bands of xylanase activity with molecular masses of 60 and 97kDa. P.
brefeldianum crude enzymatic extract was used for saccharification of various waste (sugarcane bagasse,
brewers spent grain, rice straw, corn stover, wheat straw, sorghum biomass and sorghum low-lignin)
untreated and previously treated with NaOH 30°C for 12h (NaOH30) and at 121°C for 30 minutes
(NaOH121). The best results were obtained with waste treated under high pressure and temperature (121°C).
Among waste, wheat straw showed higher amount of total sugar (63%) released after the enzymatic
hydrolysis, followed brewers spent grain (60%), corn straw (58%), sorghum biomass (54%) and sorghum
low-lignin (35%). The pentose released after saccharification showed that sorghum low-lignin treated at high
temperature and pressure was the best substrate releasing 7,35 times more pentose compared to sorghum
low-lignin untreated, followed by straw rice (5,52x) and sorghum biomass (4,39x). Thus, the filamentous
fungus P. brefeldianum isolated from the West of Parana Atlantic Forest was able to use the brewers spent
grain as inductor of various degrading enzymes the cell wall, and furthermore, showed potential for

saccharification of lignocellulosic biomass from agro-waste.

Keywords: Cellulases, Fungi, Hemicellulase, Hydrolysis, Waste.



Introducéo

O Brasil produziu em 2014, quatorzes bilhGes de litros de cerveja, mantendo o terceiro lugar no
ranking mundial de producdo, atrds apenas da China e Estados Unidos (CERVBRASIL, 2015).
Consequentemente, essas inddstrias cervejeiras produzem elevadas quantidades de residuos e o bagaco de
malte € o principal subproduto, pois a cada 100 litros de cerveja produzida, sdo gerados entre 14 a 20 kg
desse subproduto (MUSSATO et al., 2006; CORDEIRO et al., 2012). Apesar das grandes quantidades de
bagaco geradas ao longo do ano pelas industrias cervejeiras brasileiras, este residuo ou subproduto, que
consiste basicamente da casca do grdo de cevada obtido ap6s a fervura do malte moido para preparacdo do
mosto, é uma fonte interessante de material lignoceluldsico, pois contém acucares (glicose, xilose e
arabinose) e até o momento, tem recebido pouca aten¢do quanto ao seu uso, exceto como ragdo animal
(AQUARONE, 2001; MUSSATO e ROBERTO, 2006).

Atualmente, grandes quantidades de residuos lignocelul6sicos sdo gerados anualmente, oriundos de
atividades agricolas, pelas industrias de papel celulose, indUstrias de madeira, residuos de fibras de industrias
téxteis, residuos de cereais, e ainda residuos sélidos urbanos (OKAFOR et al., 2007). Somente na América
Latina, 500 milhdes de toneladas de residuos e subprodutos agroindustriais foram produzidas ao ano, sendo o
Brasil responséavel por mais da metade desse numero (SOUZA et al., 2007). Dentro desse contexto, ha um
interesse crescente da comunidade cientifica no uso eficiente desses residuos agroindustriais para, inclusive,
dar um destino ecologicamente correto.

Nesse sentido, a bioconversdo de materiais lignocelulésicos para produtos de alto valor agregado
podem necessitar de etapas de pré-tratamento (mecanicos, quimicos ou bioldgicos) e hidrélise dos polimeros
para produzir moléculas facilmente metabolizdveis como hexoses ou pentoses, para obtencdo de produtos
quimicos. Além do etanol, varios outros produtos podem ser obtidos a partir da sacarificacdo de biomassa
lignocelulésica, por exemplo: a xilose contida em hemiceluloses pode ser transformada em furanos, acidos
organicos de cadeia curta (acidos formico, acético e propionico) e xilitol (SANCHEZ, 2009).

Residuos lignoceluldsicos podem ser utilizados como substratos para crescimento de fungos, bem
como na indugdo de vérias enzimas, entre elas, as celulases, pectinases, hemicelulases (xilanases) e
ligninases através de cultivo em estado sélido ou submerso (MARTINS et al., 2011; SHARMA e KUMAR,
2013). Xilanases sdo hidrolases capazes de catalisar a hidrolise do xilano e, devido a sua estrutura
heterogénea, demandam de um complexo xilanolitico para sua total degradacdo. Os componentes desse
sistema que tém sido mais extensivamente estudados sdo as endoxilanases e as B-xylosidases, dependendo de
sua origem bioldgica, uma ou mais isoformas de endo-1,4-B-xilosidase (1,4-B-D-xilano-hidrolase, EC
3.2.1.8) clivam o xilano randomicamente em suas liga¢des -1,4 em pequenos fragmentos como Xilotriose e
xilobiose (KRONBAUER et al., 2007). A xilanase ¢ uma enzima industrialmente importante devido as suas
aplicacdes biotecnoldgicas tais como: bioconversdo de material lignocelulésico e agro-residuos em produtos
fermentesciveis, clarificacdo de sucos, melhoramento da consistencia de cerveja e a digestibilidade de racdes
para animais (WONG et al., 1988; MOTTA et al., 2013).

Vérios organismos sdo produtores de Xilanase, incluindo bactérias, fungos e protozoarios. Destes, 0s

fungos sdo particularmente interessantes devido a capacidade de secretar elevadas quantidades de enzimas
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para 0 meio extracelular quando comparadas as bactérias (NIGAM, 2013; OKAFOR et al., 2007). Os
géneros que compreendem as espécies de fungos: Aspergillus, Penicillium e Trichoderma sdo exemplos de
microrganismos que podem produzir isoenzimas xilanoliticas. Penicillium esta entre o género mais comum
de microrganismos saprofitos encontrados na natureza e numerosas espécies sao de especial valor para a
humanidade, como por exemplo, o Penicillium notatum, produtor de antibiéticos como a penicilina, e
outros como o Penicillium roqueforti e Penicillium camemberti importante na inddstria de alimentos onde
estdo associados com a producéo de tipos especificos de queijo (CHAVEZ, 2006).

A producéo de enzimas xilanoliticas pelo fungo do género Penicillium tem sido explorada ao longo
dos anos (ABDEL-SATER e EL-SAID, 2001; KNOB e CARMONA, 2010; KROGH et al., 2004;
MEDEIROS et al., 2007; TERRASAN et al., 2010), entretanto, ainda ndo existem relatos do uso de
Penicillium brefeldianum (sindnimo: Eupenicillium brefeldianum -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser) em bioprocessos para a producdo de enzimas ou
sacarificacdo de biomassa lignocelulésica. O P. brefeldianum é um fungo filamentoso saprofitico
comumente encontrado em solos, tem sido descrito como produtor de Brefeldina A, um antibiético de
lactona envolvida na inibigdo do transporte de proteinas do reticulo endoplasméatico ao Complexo de Golgi
(WANG et al, 2012) e também como produtor de uma substancia fungicida capaz de prevenir o
desenvolvimento da doenca de manchas foliares de couve mostarda, causadas por Alternaria brassicicola
(CHEN et al, 2014). Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi investigar a producdo de xilanase
por P. brefeldianum utilizando bagaco de cervejaria como fonte de carbono e avaliar potencial de

sacarificacdo enzimatica dos residuos agroindustriais.

Material e Métodos
Isolamento, identificagdo e manutenc@o do microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi isolado a partir de amostras de solo do Refugio Biol6gico
Bela Vista (bioma Mata Atlantica) localizado no municipio de Foz do Iguagu-Parana e mantido no acervo do
laboratério de Bioquimica de Microrganismo da Universidade do Oeste do Parana de Cascavel — PR. O
fungo foi identificado taxonomicamente pela Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (PE, Brasil)
bem como pela anélise dos produtos amplificados utilizando primers para genes ribossomais utilizando a
metodologia descrita por White et al. (1990). O fragmento de DNA da regido ITS (Internal Transcrible
Spaces) foi amplificada com o par de oligonucleotideos ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' reverso). Os produtos de PCR foram analisados em géis de
agarose 1,0% e revelados com brometo de etidio. A purificacdo do produto de PCR e a determinacdo da
sequencia utilizando os oligonucleotideos ITS1 e ITS4 foram realizadas pela empresa Helixxa® (Campinas-
SP, Brasil), em seguida foram comparadas com outras sequéncias depositadas no banco de dados do Centro
Nacional de InformagGes em Biotecnologia (NCBI) utilizando a ferramenta bésica de alinhamento local

(BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov website) para identificacdo taxondmica em nivel de espécie.
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Condic0es de cultivo

O cultivo para obtencdo do extrato enzimatico por P. brefeldianum foi realizado em Erlenmeyers de
125 mL contendo 25 mL meio mineral Czapek pH 7,0 (WISEMAN, 1975), suplementados com 1% (p/v) de
bagaco de cervejaria como fonte de carbono. Esterilizou-se 0 meio em autoclave durante 20 min a 121°C e
inoculados com 1mL de suspensdo de 1x10° esporos/mL. As culturas foram incubadas a 28°C em camara
incubadora BOD por até 12 dias em condic¢Oes estacionarias. As culturas foram filtradas com auxilio de
bomba a vacuo com funil de Buchner, e o filtrado obtido foi utilizado para determinacdo de atividade

enzimatica. Todos os cultivos foram realizados em triplicata.
Ensaios enzimaticos

As atividades de xilanase foram quantificadas adicionando 50ul de enzima (diluida quando
necessaria) e 50l do substrato xilano beechwood 1% (Sigma-Aldrich) e incubadas a 55°C por 10 minutos.
As atividades de celulase (CMCase), avicelase, mananase e amilase foram analisadas incubando-se 50ul de
enzima e 50l de substratos (Carboximetilcelulose 1%, avicel 1%, LBG (locust bean gum) 0,5% e amido
1%, respectivamente) dissolvidos em tampdo citrato de sédio 50mM pH 4,5, e incubadas a 40°C por 30
minutos. As condigdes de ensaio de pectinase (PGase) utilizou 50 pl de pectina citrica (1%) com 50ul de
enzima e incubados a 40°C por 10 minutos. A atividade de celulase em papel de filtro (FPase) foi ensaiada
adicionando-se 500l de enzima em 500ul de substrato, contendo 1% de papel filtro Whatman n° 1 picado
(5mm) e incubadas a 40°C por 60 minutos. Em seguida, interromperam-se as reac@es por aquecimento em
banho fervente por 5 minutos e ap6s diluiu-se com 1mL de &gua destilada. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro a 540 nm.

As atividades enzimaticas foram quantificadas pelos acucares redutores liberados nas reacdes pela
adicdo da solucédo de acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS (MILLER, 1959), utilizando glicose, xilose ou &cido
monogalacturénico como padrdo. Definiu-se a unidade de atividade enziméatica como sendo a quantidade de
micromoles de aclcares redutores liberados por 1mL em 1 minuto (U mL™), nas condices de ensaio. As
atividades de B-xilosidase e B-glicosidase foram determinadas utilizando como substratos o p-nitrofenil-p-D-
xilanopiranosideo (pNPX) e p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG), respectivamente. A mistura consistiu
de 125uL de pNPX e pNPG a 2mM preparado em tampdo acetato de sédio 50mM pH 4,5 e 25uL de extrato
bruto de P. brefeldianum. Incubou-se a reagdo em banho maria por 60 minutos e esta foi interrompida por
adicdo de 500uL de solucdo saturada de tetraborato de sddio, quantificada a 410nm. Uma unidade de
atividade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1pmol de nitrofenol por

minuto. Todas as dosagens enzimaticas foram realizadas em triplicata.

Efeito de pH e temperatura sobre a atividade de xilanase

Os ensaios para determinacdo de pH 6timo e temperatura na atividade de xilanase, foram realizados
com extrato bruto de P. brefeldianum. Para analisar a influencia do pH na atividade da enzima, incubou-se o

extrato bruto com 1% (p/v) de xilano de beechwood em tampao Mcllvaine em diferentes valores de pH (2,5;
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3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5). Para a determinacdo da temperatura 6tima o extrato enzimatico foi
incubado em pH 6timo, em temperaturas que variaram de 37°C, 40 a 80°C, com intervalos de 5°C. A analise
da estabilidade térmica de xilanase realizou-se nas mesmas temperaturas, por até 6 horas de reagdo. A
estabilidade ao pH foi analisada incubando a enzima a 4° C com tampé&o Mcllvaine, nos mesmos valores de
pH testados por até 192 horas. Ao longo do tempo, as aliquotas foram retiradas e submetidas a ensaios
enzimaticos a temperatura e pH 6timos para quantificacdo da atividade residual de xilanase pelo método de
acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS (MILLER, 1959). Os resultados foram expressos como atividade relativa,

sendo o tempo zero considerado como 100% de atividade. As dosagens foram realizadas em triplicata.

Gel SDS-PAGE e Zimograma

O gel de eletroforese foi preparado na concentracdo de 7,5% de acrilamida e polimerizado em placas
de vidro (9,5 x 8,0 cm) a temperatura ambiente. A eletroforese (SDS-PAGE) foi realizada a temperatura
ambiente com tampao Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%, pH 8,3, sob corrente de 40 mA e 180V.
As amostras analisadas foram diluidas na proporg¢do 1:1 em tamp&o de amostra (glicerol 20% (v/v), SDS 4%
(p/v), azul de bromofenol 0,002% e Tris 0,12 M, pH 6,8). Apos a corrida, o gel foi dividido, sendo uma parte
do gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 para analise de bandas proteicas do extrato bruto e a
outra metade para andlise de atividade da enzima (zimograma) conforme a metodologia de Rehm et al.
(1998) com algumas modificag¢fes. O gel de zimograma foi incubado durante 30 minutos em 0,5% (v/v) de
Triton X-100 em temperatura ambiente. Apds a lavagem em agua destilada, o gel foi incubado com o
substrato xilano 1% em tamp&o em condig¢Oes Otimas de pH e temperatura por 30 minutos, corado com
vermelho de congo 0,2% em tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0 e lavado com NaCl 1M até o aparecimento da

banda de atividade enzimética.

Pré-tratamento dos residuos com NaOH

Os residuos agroindustriais como o bagago de cana, residuo de cervejaria, casca de arroz, palha de
milho, palha de trigo, sorgo biomassa e sorgo com baixa lignina, foram lavados e secos em estufa a 80°C e,
em seguida, foram realizados os pré-tratamentos conforme a metodologia descrita por Saha e Ghosh (2014),
com algumas modificagdes. Os residuos foram submetidos a dois tratamentos com NaOH 1% numa relagdo
de 1:10 solido/liquido; 1) tratamento com NaOH 1% em estufa a 30°C durante 12 horas; 2) tratamento com
NaOH 1% e autoclavados a 121°C e 1 atm de presséo por 30 minutos. Apés o pré-tratamento com NaOH, os

residuos foram lavados com &gua destilada até a neutralidade e secos em estufa a 80°C.

Sacarificacdo enzimética de residuos

Os residuos foram dissolvidos em tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,5) na concentracdo de 1% (p/v),
suplementados com 2,5 U mL™ extrato bruto de P. brefeldianum e incubados a 40°C em incubadora com

agitacdo orbital de 100 rpm. As Aliquotas foram retiradas nos tempos zero, 2, 4, 6 e 12 horas e aquecidas em
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banho fervente por 5 minutos, centrifugadas a 5.000 rpm a 4°C por 10 minutos. O processo de sacarificacdo
dos residuos foi monitorado por meio da quantificacdo de acucares redutores totais pelo método de DNS
(MILLER, 1959). Calculou-se a porcentagem de sacarificagdo conforme a metodologia de Baig et al. (2004).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A quantificagdo de pentoses livres foi analisada
conforme 0 método de orcinol-férrico com o reativo de Bial (MORITA E ASSUMPCAO, 2007). A reacéo
foi composta de 500uL do reativo Bial com 1mL da amostra apds sacarificacdo enzimética, em seguida, a
mistura foi fervida até obter uma coloracéo verde azulada, utilizando-se do espectrofotdmetro para a leitura
das absorbancias, a 660nm. Os dados foram normalizados, onde utilizou-se como branco da reacdo o

tratamento sem adi¢do de enzima, tendo a D-xilose como padréo.
Resultados e Discussao
Identificacéo taxondmica do fungo

O fungo filamentoso isolado da Mata Atlantica do Oeste do Parand — Brasil, foi identificado
taxonomicamente em nivel de espécie por meio de analise morfoldgica pela Micoteca da Universidade
Federal de Pernambuco, bem como por amplificacéo e sequenciamento das regides ITS do DNA ribossomal
do fungo. A sequencia obtida de 539pb mostrou 100% de similaridade com outras linhagens da espécie de
Penicillium  brefeldianum, e encontra-se depositada no banco de dados do NCBI
(BLAST :http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com c6digo de acesso KU560628.

Influéncia do tempo de cultivo na producdo de enzimas

O estudo da producdo de enzimas xilanoliticas por P. brefeldianum foi realizado previamente com
alguns residuos agroindustriais (palha de milho, bagaco de cervejaria, bagaco de cana e farelo de trigo), para
definir a melhor fonte de carbono. Os resultados apontaram o bagaco de cervejaria como melhor indutor para
a producéo de xilanase. Assim, o extrato bruto do fungo obtido de cultivo liquido estacionario com bagago
de cervejaria foi utilizado para dosagens enzimaticas de: xilanase, celulase, pectinase, avicelase, Fpase,
mananase, amilase, B-Xilosidase e B-Glicosidase. A atividade enzimatica de xilanase com maior valor foi a
observada no 9° dia de cultivo exibindo 830 U mL™ (Fig.1). Similarmente, Saha e Gosh (2014) avaliando o
efeito de agro-residuos na producédo de xilanase por P. citrinum com farelo de trigo, obtiveram a atividade
méxima de 878 U mL™ porém, em 48hs de cultivo submerso.

Kronbauer (2007) também investigou a producdo de xilanases testando varios residuos com A.
casiellus e obteve sua maior atividade (9,22 U mg™) no 4° dia de fermentacdo em cultivo sélido utilizando
bagaco de cervejaria. Este fungo produz também valores significativos de B-xilosidase (3,46 U mL™) no 6°
dia de cultivo. Em relagfo & producio de mananase, a maior atividade observada foi de 1,86 U mL™ no 8° dia
de cultivo. A atividade amilésica ndo foi detectada no extrato bruto desse fungo. A pectinase teve sua
produgdo aumentada gradualmente, atingindo a maxima atividade no 11° dia com 295 U mL™ revelando
potencial deste fungo em produzir também enzimas pectinoliticas. A maior atividade de celulase encontrada

no extrato bruto foi de 1,89 U mL™ no 7° dia de cultivo (Fig. 2). No entanto, valores de FPase (0,60 U ml™),
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B-glicosidase (29,45 U mL™) e avicelase (13,71 U mL™) foram também determinados, sugerindo que P.
brefeldianum é capaz de secretar enzimas do complexo celulolitico. Atividades enziméaticas de xilanase,
CMCase, B-glicosidase e Fpase também foram descritas por Grigorevski-Lima et al. (2012) com o fungo
Trichoderma atroviride 676 em cultivo de bagaco de cana (3% p/v) no 2° e 4° dias de cultivo. Falkoski et al.
(2012) relataram a produgdo de xilanase, Fpase, B-glicosidase, B-xilosidase e mananase com cultivo de
sabugo de milho por Pycnoporus sanguineus no 5°dia de fermentacdo, com destaque para producdo de

mananase (4,25U mL™).

Efeito do pH e temperatura na atividade de xilanase

O pH 6timo encontrado para a xilanase do P. brefeldianum foi 4,5, um pH na faixa acida (Fig. 3a).
Porém, este pH 6timo é o mesmo encontrado por Knob e Carmona (2008) para xilanase de P. sclerotiorum.
Terrasan e colaboradores (2013) também obtiveram pH étimo na faixa acida (5,0) com a xilanase produzida
por P. janczewskii. A xilanase de P. brefeldianum exibiu também atividade enzimatica em pH &cido (2,5 a
6,5) e exibiu 98% de atividade relativa numa ampla faixa de pH (2,5 a 8,0) por até 96 horas de incubagdo
(Fig. 3b). Similarmente, Liao et al. (2012) relataram que a xilanase de P.oxalicum GZ-2 se manteve 90% na
faixa de pH de 4,0 a 9,0 sendo a mais alta atividade observada em pH 4,0, porém o tempo de incubacéo foi
de apenas 30 minutos.

A temperatura 6tima encontrada para Xilanase do P. brefeldianum foi 55°C (Fig. 3c). Esta
temperatura estd na faixa entre 50 e 60°C, muito comum entre as Xilanases produzidas pelos géneros
Penicillium (CHAVEZ et al., 2006; KNOB E CARMONA, 2010; LIAO et al., 2012). A xilanase produzida
por P. brefeldianum (Fig. 3d) manteve 100% da sua atividade na temperatura de 37°C, 90% a 40°C e 80% de
atividade relativa a 45°C, por 6 horas; enguanto que a 50°C, a enzima manteve 100% da atividade
enzimatica durante 4 horas. Entretanto, a meia vida na temperatura 6tima (55°C) foi de apenas 90 minutos.
O conhecimento sobre a estabilidade térmica de enzimas é um pardmetro de extrema relevancia para

diferentes aplicacdes industriais.

Zimograma

No zimograma realizado com extrato bruto de P. brefeldianaum foi detectado multiplicidade de
atividade xilanasica. A figura 4 mostra que o bagaco de cervejaria induziu a producdo de trés xilanases
extracelulares de pesos moleculares distintos. A presenca de mdltiplas xilanases tem sido reportada em
outras espécies de Penicillium.

Takenishi e Tsujisaka (1973) isolaram trés endoxilanases a partir de Penicillium janthinellum em
cultivos com farelo de trigo. Liao et al. (2012) constatou que Penicillium oxalicum cultivado em palha de
trigo induziu a produgéo de 14 isoformas de xilanases em culturas com palha de trigo, 11 em culturas com
palha de arroz e 10 em palha de milho. Segundo Chavez et al. (2002), a indugdo da expressao de Xilanases
mostrou ser dependente do tipo e da composicdo da fonte de carbono utilizada. A producdo de varias

xilanases é uma ocorréncia comum em microrganismos devido a necessidade de conjunto de enzimas com
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diferentes especificidades de substrato para hidrolisar o xilano eficientemente (BISCHOFF et al., 2009;
CHAVEZ et al., 2002).

Sacarificacdo enzimética dos residuos com extrato bruto de P. brefeldianum

Os residuos, bagaco de cana, bagago de cervejaria, casca de arroz, palha de milho, palha de trigo,
sorgo biomassa e sorgo com baixa lignina in natura (sem qualquer pré-tratamento) e pré-tratados com NaOH
1(%) a condicOes de alta temperatura e pressédo (121°C e 1 atm) ou incubados em estufa a 30°C, foram
submetidos ao processo de sacarificagdo enzimatica com extrato bruto produzido por P. brefeldianum.

Dentre os residuos testados in natura, o bagaco de cervejaria apresentou o melhor resultado,
exibindo 35% de sacarificacdo (fig 5a). Este residuo, oriundo do processo de aquecimento, cuja temperatura
atinge 78°C para promover o processamento dos componentes de malte e do amido na industria cervejeira,
deve alterar a conformacao das fibras, facilitando a acdo de sacarificagdo enzimatica desse residuo.

Além disso, o pré-tratamento alcalino dos mesmos melhora na sacarificacdo enzimatica, quando
comparado ao controle (residuos in natura ndo tratados com NaOH) (fig 5), conforme observado na
diferenca de rendimento do agucar redutor entre os residuos in natura (controle) aos tratados com NaOH
(1%) a 121°C e presséo de 1 atm (Fig 5a e 5c). Como observado na figura 5c, a producédo de agUcar redutor
foi inexistente no processo de sacarificacdo do bagaco de cana in natura (sem pré-tratamento alcalino),
enguanto que no residuo pré-tratado com NaOH a alta temperatura e pressao (121°C el atm de pressao)
apresentou sacarificacéo de 38%.

Entretanto, o processo de sacarificagdo enzimética que exibiu melhores resultados foram os obtidos
com residuos pré-tratados com NaOH a 121°C e pressdo de 1 atm. O bagaco de cervejaria liberou maior
quantidade de acUcares totais (60%), seguido por palha de trigo (58,73%), palha de milho (58%) sorgo
biomassa (54%) e sorgo com baixa lignina (35%) (Fig. 5¢). O mesmo comportamento se repetiu com 0s
residuos pré- tratados com NaOH a 30°C, porém com menor producdo de agucares redutores. O rendimento
maximo foi detectado com bagaco de cervejaria (39%), seguido por palha de trigo (38%), palha de milho
(37%) e sorgo biomassa (28%) (Fig. 5b).

Essa diferenca nos resultados de liberacdo de agUcares redutores entre as duas condicdes é atribuido
somente na diferenca de temperatura de pré-tratamento dos residuos com NaOH 1%. Além disso, o
tratamento com NaOH proporcionou a deslignificagdo dos residuos, facilitando acesso para as enzimas de P.
brefeldianum no processo de sacarificacdo dos residuos, e assim resultou no aumento da liberacdo de
acUcares redutores.

MClintosh e Vancov (2010) obtiveram resultados similares quanto a liberacdo de acUcares totais da
palha de sorgo pré-tratada com NaOH 2% a 121°C durante 60 minutos; resultando um rendimento 5,6 vezes
maior em comparagdo com amostras pré-tratadas a 60°C na auséncia de alcali. O tratamento alcalino é
considerado o método mais eficaz para uso em residuos agroindustriais para posterior aplicagdo na producédo
de etanol, pois produz baixos niveis de compostos como furfural e hidroximetilfurfural, que séo inibidores do
processo de fermentacdo (ALVIRA et al., 2010; FALKOSKI, et al., 2012). O sucesso da sacarificagdo de

materiais lignocelulésicos esta, principalmente, na retirada prévia de compostos inibidores bem como na
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utilizacdo de altas dosagens de enzima e uma reacdo de fermentacdo prolongada para suprimir elementos
hostis (lignina, sais e outros inibidores), pois, segundo MClntosh e Vancov (2010) estas condic¢Ges duras e
adversas também sdo conhecidas por impactar negativamente a producéo de etanol.

O bom desempenho de sacarificacdo dos residuos agroindustriais na presenca de extrato enzimatico
de P.brefeldianum pode ser explicado também pela atividade elevada de enzimas hemiceluloliticas e
pectinoliticas. A elevada quantidade de xilanase e pectinase presentes no extrato bruto ndo atuam
diretamente na hidrélise da celulose, mas auxiliam na remocdo de polissacarideos ndo celuldsicos
(hemicelulose e pectina), que revestem as fibras de celulose, facilitando, dessa forma, o acesso de celulases
ao substrato (GOTTSCHALK et al., 2010).

Na figura 6 encontram-se os resultados de analise das pentoses ap6s 12 horas de sacarificacdo
enzimatica dos residuos. Pode-se observar que a formacao das pentoses foi maior nos residuos pré-tratados
com NaOH a 121°C com alta pressdo. A quantidade de pentoses produzidas foi elevada em todos os residuos
guando comparado ao controle (sem pré-tratamento com NaOH), porém o sorgo com baixa lignina foi o
residuo que mais se destacou, liberando 7,35 vezes mais agucares, seguido da casca de arroz (5,52), sorgo
biomassa (4,39), palha de milho (3,40), bagago de cana (3,10), bagago de cervejaria (2,52) e palha de trigo
(2,42). A temperatura elevada (121°C) do pré-tratamento com NaOH e tempo de incubagdo com extrato
enzimatico de P. brefeldianum melhoraram o processo de sacarificacdo desses residuos, e consequentemente
a producao de pentoses. De acordo com MClntosh e Vancov (2010), a temperatura elevada de pré-tratamento
e o tempo de incubagdo somado a concentracao de alcali resulta no aumento da liberagdo de xilose a partir da
palha de sorgo ( pré-tratado com NaOH 2% a 121°C durante 60 minutos).

Conclusao

O fungo filamentoso P. brefeldianum isolado recentemente do solo da Mata Atlantica do Oeste do
Parana foi 6timo produtor de enzimas, principalmente do complexo xilanolitico utilizando bagago de
cervejaria como fonte indutora. A elevada producdo de xilanase por P. brefeldianum, bem como a
estabilidade ao pH e a temperatura por periodos prolongados, mostraram-se promissoras para aplicacoes
industriais e biotecnolégicas. O extrato bruto do fungo foi capaz de sacarificar varios tipos de residuos
lignocelulésicos mostrando seu potencial na producdo de agucares fermentesciveis para uso na producao de

etanol de 22 geracéo.
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Figura 1 Producdo de enzimas hemiceluloliticas e pectinolitica do extrato bruto de P. brefeldianum em
cultivo liquido suplementado com 1% (p V) de bagaco de cervejaria em condicOes estacionarias a 28°C
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Figura 2. Producdo de enzimas do complexo celulolitico do extrato bruto de P. brefeldianum em cultivo
liquido suplementado com 1% (p/v) de bagaco de cervejaria em condigdes estacionarias a 28°C
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Figura 3. Influéncia do pH (a), temperatura (b), estabilidade do pH (c) e estabilidade térmica (d) na
atividade de xilanase do P. brefeldianum obtida de cultivo liquido suplementado com 1% (p/v) de bagaco
de cerveja em condicGes estacionarias por 9 dias a 28°C.
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Figura 4. Zimograma do extrato bruto enzimatico de P. brefeldianum obtido de cultivo liquido estacionario
utilizando bagaco de cervejaria como fonte de carbono. Linha M - marcador de peso molecular (Fosforilase
b (97 kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anidrase Carbdnica (30 kDa), Inibidor de tripsina
(20,1kDa) e a-lactalbumina (14,4kDa). Linha Xil — extrato bruto enzimético.
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Figura 5. Efeito de sacarificacdo enzimética de agro-residuos (pré-tratados ou ndo com NaOH) com extrato
bruto de P.brefeldianum. a) acUcares redutores obtidos apds sacarificagdo dos residuos in natura (sem
tratamento com alcali); b) acucares redutores obtidos apds sacarificacdo enzimatica dos residuos pré-tratados
com NaOH 1% a 30°C por 12 horas. ¢) Acucares redutores obtidos apo6s sacarificacdo dos residuos pré-
tratados com NaOH 1% a 121°C por 30 minutos.
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Figura 6. Producdo de pentoses ap0s sacarificacdo enzimatica com extrato bruto de P. brefeldianum dos
residuos in natura (controle) e pré-tratados com NaOH
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Anexo |
Artigo elaborado e formatado conforme as normas para publicacéo cientifica no periédico Semina:

Ciéncias Agrarias, UEL.

Normas editoriais para publicacdo na Semina: Ciéncias Agréarias, UEL.

Os artigos poderdo ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo publicados em inglés. Os
artigos submetidos em portugués, apds o aceite, deverdo ser obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estdo em tramitacdo poder&o ser publicados
em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terdo prioridade na publicacéo.

Todos os artigos, apos o aceite deverao estar acompanhados (como documento suplementar) do comprovante
de traducdo ou corregdo de um dos seguintes tradutores:

AmericanJournalExperts

Editage

Elsevier
http://www.proof-reading-service.com
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatoério dessa correcdo na pagina de
submissdo em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliagdo sdo inicialmente apreciados pelo Comité Editorial da
Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados os requisitos de qualidade para publicacdo na
revista, como: escopo; adequacdo as normas da revista; qualidade da redagdo; fundamentagdo teorica;
atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados;
discussdo dos dados observados; apresentacdo das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das
conclusdes. Se o nimero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de anélise e de publicacéo da
Semina: Ciéncias Agrérias, e feita uma comparacdo entre as submissdes, e sdo encaminhados para assessoria
Ad hoc, os trabalhos considerados com maior potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento
cientifico. Os trabalhos ndo aprovados nesses critérios sdo arquivados e 0s demais sdo submetidos a analise
de pelo menos dois assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo, sem a identificagdo do(s)
autor(es). Os autores cujos artigos forem arquivados, ndo terdo direito a devolucgdo da taxa de submisséo.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi executado
obedecendo as normas técnicas de bioseguranca e ética sob a aprovacdo da comissdo de ética envolvendo
seres humanos e/ou comissao de ética no uso de animais (nome da Comissao, Instituicdo e n° do Processo)._

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva afiliagéo;

b) Ndo tenha sido realizado o cadastro completode todos os autores nos metadados de
submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicdo/Afiliacdo; Pais; Resumo da Biografia/Titulagdo/funcéo.

¢) Nio tenha sido incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que aponte a
relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relacdo a trabalhos ja existentes), em até 10 linhas;

d) Néo estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissdo, em documento
suplementar “Docs. Sup.” no ato da submissao;


http://www.journalexperts.com/en/translation
http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
http://www.proof-reading-service.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
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e) Ndao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: graficos, figuras, fotos e outros,
EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

f) N&o constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em portugués e inglés, tabelas e figuras.

RESTRICAO POR AREA:

PARA A AREA DE AGRONOMIA NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) Os experimentos com cultura in vitro sejam limitados ao melhoramento dos protocolos ja padronizados
ou que ndo fornegam novas informacdes na area;

b) Os experimentos de campo nao incluam dados de pelo menos dois anos ou de varias localidades dentro
do mesmo ano;

c) Os experimentos se refiram apenas a testes sobre a eficiéncia de produtos comerciais contra agentes
bidticos, abidticos ou estresses fisiologicos;

d) Envolvam apenas bioensaios (screening) de eficAcia de métodos de controle de insetos, acaros ou
doengas de plantas, exceto se contiverem contribuicdo importante sobre mecanismos de acdo numa
perspectiva de fronteira do conhecimento;

e) O objetivo seja limitado a registrar a ocorréncia de espécies de pragas ou patégenos ou associa¢des entre
hospedeiros em novas localidades dentro de regides geograficas onde eles ja sejam conhecidos. Registros de
espécies ou associa¢Oes conhecidas s6 serdo considerados em novas zonas ecoldgicas. Os registros de
distribuicdo devem se basear em ecossistemas, e ndo em fronteiras politicas.

PARA A AREA DE VETERINARIA

a) A publicagéo de relatos de casos € restrita e somente serdo selecionados para tramitagéo aqueles de grande
relevancia ou ineditismo, com real contribui¢do ao avango do conhecimento para a area relacionada.

Categorias dos Trabalhos
a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas;

b) Comunicac®es cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 16 citacfes e
no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

b) Relatos de casos: No méximo 10 péginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12 citacfes e no
maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

c) Artigos de revisdo: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas.
Apresentacao dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicacfes, relatos de casos e revisbes podem ser escritos em
portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com numeragdo de linhas por
pagina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, com margens esquerda e direita de 2
cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se 0 nimero de paginas, devidamente numeradas no canto
superior direito, de acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, gréficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em algarismos arabicos e devem ser
incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as referéncias bibliogréficas, com suas respectivas
chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa qualidade e deverdo ser anexadas nos seus
formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs Supl.” na pagina de submissdo. Nao serdo aceitas figuras e
tabelas fora das seguintes especificacfes: Figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou 16
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cm com altura méxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade de dimensfes maiores, N0 processo
de editoracdo havera reducdo para as referidas dimensdes.

Observacdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustracdo, o titulo deve figurar na parte
superior da mesma, seguida de seu numero de ordem de ocorréncia em algarismo arébico, ponto e 0
respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatorio). Utilizar fonte menor (Times
New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.
Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparacdo dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizagdo dos topicos: Titulo;
Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Abstract
com Key words (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducdo; Material e Métodos;
Resultados e Discussdo com as conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discussdo e Conclusdes
separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os topicos
devem ser destacados em negrito, sem numeracdo, quando houver a necessidade de subitens dentro dos
topicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se houver dentro do subitem mais divisGes, essas
devem receber nimeros arabicos. (Ex. Material e Métodos... Areas de estudo...1. Area rural...2.Area
urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com o mesmo conteido, exceto na forma
de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentacdo do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradugdo para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 200 e um
maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua traducdo para o

inglés (Abstract e Key words).

3.Introducdo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introducdo do tema e suporte
para a metodologia e discussao.

4.Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de forma a
permitir ao leitor a compreensdo e reproducdo da metodologia citada com auxilio ou ndo de citacdes
bibliogréficas.

5. Resultados e Discussdo: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de tabelas, gréaficos e
figuras, de modo a ndo deixar davidas ao leitor, quanto a autenticidade dos resultados e pontos de vistas
discutidos.

6. Conclusdes: Devem ser claras e de acordo com 0s objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizacdo do trabalho deverdo
ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliogréficas.

Observagoes:
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Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito, imediatamente
depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto pelo seu
namero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustragbes enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte
e a permissao para reproduco.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabecalho que permita compreender o significado dos
dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:
a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Cédigos Internacionais de cada area.
b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

¢) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™. N&o inter-
relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L™, e ndo g.L™" ou gL™.
e) Usar o sistema horério de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09n00, 18h30.
8. CitacOes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicagdo de acordo com o0s seguintes
exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica.....

d) [...] e inibir o teste de formac&o de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).
Citagdes com dois autores

CitacOes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem citados dentro
dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citacbes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressdo et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).
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Para citagdes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano, utilizar o
acréscimo de letras minUsculas, ordenados alfabeticamente ap6s a data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 19993, 1999b).

As citacdes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos diferentes, separar
as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacOes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados simultaneamente, devem
figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e reformulacdo ndmero
14,724 de 2011 da ABNT, deverdo ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos os autores
participantes dos trabalhos deveréo ser relacionados, independentemente do nimero de participantes.
A exatiddo e adequacéo das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do
artigo, bem como opinides, conceitos e afirmagdes sdo da inteira responsabilidade dos autores.

Observacdo: Consultar os tltimos fasciculos publicados para mais detalhes de como fazer as referéncias do
artigo.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e Revisdo) deverdo seguir as
mesmas normas acima citadas, porém, com as seguintes orientac0es adicionais para cada caso:

Comunicacao cientifica

Uma forma concisa, mas com descrigdo completa de uma pesquisa pontual ou em andamento (nota prévia),
com documentacdo bibliogréfica e metodologias completas, como um artigo cientifico regular. Devera
conter os seguintes tépicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key
words; Corpo do trabalho sem divisdo de topicos, porém seguindo a sequéncia - introdugdo, metodologia,
resultados e discussdo (podem ser incluidas tabelas e figuras), concluséo e referéncias bibliograficas.

Relato de caso

Descricgdo sucinta de casos clinicos e patologicos, resultados inéditos, descricdo de novas espécies e estudos
de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de interesse agronémico, zootécnico ou
veterinario. Devera conter os seguintes tdpicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave;
Abstract com Key words; Introdugdo com reviséo da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados,
discussdo e conclusdo; Referéncias Bibliograficas.

Artigo de revisao bibliogréafica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O nimero de artigos de reviséo por fasciculo é
limitado e os autores somente poderdo apresentar artigos de interesse da revista mediante convite de
membro(s) do comité editorial da Revista. No caso de envio espontaneo do autor (es), é necessaria a inclusdo
de resultados relevantes préprios ou do grupo envolvido no artigo, com referéncias bibliogréaficas,
demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.

O artigo de revisdo devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-
chave; Abstract com Key words; Desenvolvimento do tema proposto (com subdivisGes em topicos ou néo);
ConclusGes ou Consideragdes Finais; Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias Bibliogréficas.

Outras informagdes importantes
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1. A publicag¢do dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica "Ad hoc" e da
aprovacdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

2. Ndo serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no endereco
eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de publicacdo
do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente é permitida com a citacdo da fonte e é
proibido o uso comercial das informagdes.

5. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité Editorial da area
para a qual foi submetido o artigo para publicacdo.

6. Numero de autores: Ndo ha limitacdo para nimero de autores, mas deverdo fazer parte como co-autores
aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas que tiveram uma pequena participagdo
no artigo deverdo ser citadas no topico de Agradecimentos, bem como instituicbes que concederam bolsas e
recursos financeiros.

Condig0es para submisséo

Como parte do processo de submisséo, os autores devem verificar a conformidade da submissdo em relagéo
a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo com as hormas serdo rejeitadas
e aos autores informados da deciséo.

1. Os autores devem informar que a contribuigdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para
publicacdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material estd corretamente formatado e que o0s Documentos
Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatacéo incorreta importard na
SUSPENSAO do processo de avaliacio SEM AVALIACAO DE MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores ho campo Metadados durante o
processo de submissao.

Utilize o botdo "incluir autor™
1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, ap6s salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em "editar metadados™ no topo da
pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés, abstract e key words. Salvar e ir para o
passo seguinte.

1. Aidentificacdo de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opcao Propriedades no
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliacdo por pares
(ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

2. Os arquivos para submissdo devem estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde
gue nao ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas humeradas, espaco 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres vivos, estando de
posse dos documentos comprobatérios de aprovacdo pela comissdo de ética envolvendo seres
humanos e/ou comissao de ética no uso de animais caso sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdo de artigose anexar 0 comprovante como
documento suplementar “Docs. Sup.”

Declaracéo de Direito Autoral
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Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude da aparecerem
nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribui¢bes préprias, em aplicacdes
educacionais e ndo-comerciais.
A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracbes de ordem normativa, ortografica e
gramatical, com vistas a manter o padrao culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto,
0 estilo de escrever dos autores.
Alteragdes, correcdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando necessario.
As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s servi¢cos prestados por
esta publicagéo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

Semina: Ciéncias Agrarias
Londrina - PR
ISSN 1676-546X
E-ISSN 1679-0359

semina.agrarias@uel.br

CondigGes para submisséo

Como parte do processo de submisséo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da submissdo em
relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serao
devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra revista; caso
contréario, deve-se justificar em "Comentérios ao Editor".

2. Informo que o material estd corretamente formatado e que os Documentos Suplentares serdo
carregados, ESTANDO CIENTE que aformatacdo incorreta importard na SUSPENSAO do
processo de avaliacdo SEM AVALIACAO DO MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no processo de submisséo.

Utilize o bot&o "incluir autor”
4. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, ap6s salvar os dados de submissdo em portugues, clicar em "editar metadados" no
topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em ingles, abstract e key words. Salvar
e ir para o passo seguinte.

5. Aidentificagdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da op¢do Propriedades no Word,
garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagdo por pares (ex.:
artigos), conforme instrucGes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

6. Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde que nao
ultrapassem 2MB).

O texto estd em espago 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11; emprega italico em vez de
sublinhado (exceto em enderegos URL);
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O texto segue os padrfes de estilo e requisitos bibliogréaficos descritos em Diretrizes para Autores,
na secdo Sobre a Revista.

7. Atesto que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres vivos, estando de
posse dos documentos comprobatérios de aprovacdo por Comité de Etica e Termo de Livre
consentimento caso sejam solicitados. Tendo sido citado no texto a obediéncia aos preceitos éticos
cabiveis.

8. Deve ser incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que aponte a
relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relacdo a trabalhos j& existentes), em até 10
linhas

9. Taxa de Submissdo de novos artigos

Declaracdo de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude da
aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribui¢Ges proprias, em
aplicagdes educacionais e ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracbes de ordem normativa, ortogréafica e
gramatical, com vistas a manter o padréo culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto,
0 estilo de escrever dos autores.

AlteracGes, correcdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando necessario.
Nesses casos, 0s artigos, depois de adequados, deverdo ser submetidos a nova apreciacao.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos prestados por
esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

Semina: Ciéncias Agrarias

Londrina - PR
ISSN 1676-546X

E-ISSN 1679-0359

semina.agrarias@uel.br
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