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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia de diferentes fontes de nitrogénio na
atividade enzimatica de endoglucanase (CMCase), xilanase e amilase utilizando o fungo
Myceliophthora thermophila 1-1D3b por fermentagcdo semi-sdlida. O cultivo ocorreu
variando as fontes de nitrogénio (peptona, sulfato de aménia e peptona+sulfato (1:1)) a
45°C. A primeira amostra foi retirada em 12h e as seguintes a cada 24 horas até completar
120 horas e submetidas a analise de atividade enziméatica. Amilase apresentou atividade
maxima (1,32 U/mL) em 24 horas no cultivo com peptona. Sendo que a producdo maxima de
CMCase (5,5 U/mL) ocorreu em 48h de cultivo e Xilanase (26,08U/mL) ocorreu em 72h de
cultivo, ambas cultivadas com a mistura P+S (1:1), esta mistura foi a mais favoravel para a
secrecdo de enzimas. Os resultados obtidos dardo subsidios a prospeccéo de substratos para
cultivo em estado solido.

Palavras-chave: atividade enzimatica, Myceliophthora thermophila 1-1D3b, fonte de
nitrogénio.

1. INTRODUCAO

A producdo de enzimas possui enorme importancia no cenario industrial. Em virtude
das grandes quantidades de biomassa vegetal que sdo produzidas pela agroindustria, diversos
sdo os estudos que analisam a viabilidade de se utilizar residuos agricolas, florestais e
agroindustriais na producdo de enzimas que podem ser empregadas em importantes
bioprocessos industriais (ROMERO et al., 1999). O farelo de trigo esta entre 0s varios
residuos, podendo ser explorados por meio de fermentacdo para producdo de enzimas, uma
vez que contém, além de fonte de carbono, diversos nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano como fosforo, nitrogénio e potassio (DOGARIS et al., 2009; OGEL et al., 2001).

As enzimas obtidas de plantas e microrganismos sdo as mais utilizadas, por possuirem
faixas mais amplas de pH, temperatura, especificidades de substrato e 0 menor custo de
obtengdo. Dentre os microrganismos, 0s fungos sdo reconhecidos como agentes da
decomposicdo de matéria organica em geral e celulose, em particular, que produzem uma
variedade de enzimas hidroliticas essenciais para suportar o seu crescimento (ARCHER e
WOOD 1994). Os fungos filamentosos sdo um dos grupos mais ativos e eficientes entre esses
microrganismos, pois apresenta diversas vantagens em funcdo do grande potencial de
secrecdo de enzimas (OGEL et al.,2001).

Esse trabalho visa identificar a influencia de diferentes fontes de nitrogénio na
atividade enzimatica de endoglucanase (CMCase), xilanase e amilase, obtidas através do
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fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b por fermentacdo semi-solida, cultivada com farelo
de trigo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e Pré-indculos

Foi utilizado o fungo filamentoso termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b
pertencente ao Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE/UNESP. Para
utilizacdo, a cultura do fungo foi repicada em erlenmeyers contendo Agar-Sabouraud-
Dextrose e mantidos por 96 horas a 45 °C. As condi¢fes do ensaio fermentativo foram as
otimizadas por Zanelato (2011). Ap0s este periodo, o micélio foi suspendido em 250 mL de
solucdo nutriente (descrita no item 2.2), sendo 2 mL da suspenséo utilizada como inéculo.

2.2 Meios de cultivo

O fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b foi cultivado por fermentacdo submersa
com o0s seguintes substratos (p/p): farelo de trigo para todos tratamentos, variando 0 composto
peptona (PEP), sulfato de amonia (SULF) e peptona/sulfato de aménia (P+S) (1:1) totalizando
3 tratamentos. Para as fermentagdes submersas, foi utilizado o meio nutriente composto por
(g/L): KH2PO4 (2,0), (NH4)2S0O4 (1,4), uréia (0,3), MgSO4-7H20 (0,3), CaCl2 (0,1),
peptona (1,0), tween 80 (2,0), glicose (0,04), solucdo de sais (1,0) carboximetilcelulose de
baixa viscosidade (Sigma, USA). O pH do meio foi ajustado para 5,0 com solucdo de NaOH
ou HCI.

2.3 Processos fermentativos

As fermentacGes submersas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 20 mL do meio nutriente descrito no item 2.2 e uma aliquota de 2,0 mL da solucéao
do pré-in6culo (descrito no item 2.1) e meio de cultivo correspondente as misturas citadas no
(item 2.2), O cultivo ocorreu a 45°C, durante 5 dias. A primeira amostra foi retirada em 12h e
as seguintes a cada 24 horas. Para obtencdo da solucdo enzimatica bruta, o0 meio fermentado
foi filtrado a vacuo, em filtro de papel. O filtrado foi centrifugado a 12000 xg por 30 minutos
a 10°C, o sobrenadante foi utilizado como solucdo enzimatica bruta.

2.4 Determinacéo da atividade enzimatica
2.4.1 Endoglucanase (CMCase)

A atividade de endoglucanase foi determinada pelo método proposto por Ghose
(1987), sendo as amostras constituidas por 0,1 mL de solucdo enzimatica e 0,9 mL de
suspensdo a 4% de carboximetilcelulose (CMC — Sigma C5768) como substratos em tampao
acetato (0,1 M, pH 5,0). A reacdo foi mantida a 60°C por 10 minutos e, entdo, interrompida
pela adi¢do de 1,0 mL do reagente DNS (&cidol-3- dinitrosalicilico) para a quantificagdo dos
acucares redutores liberados, como proposto por MILLER (1959). Em seguida, essa solugéo
foi mantida em &gua em ebulicdo por 10 minutos, sendo a reagdo interrompida com o
abaixamento subito da temperatura em banho de gelo. Posteriormente, foram adicionados 8,0
mL de agua destilada & solucdo e, em seguida, foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 540 nm, a atividade foi calculada com base na curva padrdo de glicose.
Uma unidade de atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1,0 pmol de glicose por minuto de rea¢do por mL de extrato enzimatico.
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2.4.2 Xilanase
A atividade de xilanase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no tépico 2.4.1,
exceto o substrato que foi substituido pela xilana a 1% (Xylan Birchwood, Sigma).

2.4.3 Amilase

A atividade de amilase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no tépico 2.4.1,
exceto o substrato que foi substituido pelo amido a 1% (soluble starch, Sigma) e as amostras
foram incubadas em banho fervente por 6 minutos, apds resfriamento, foi adicionado 10 mL
de agua destilada nos tubos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 demonstra que a atividade microbiana pode ser inferida pela anélise dos
metabolitos primarios secretados, porém que ha grande dificuldade em correlaciona-la
diretamente com o crescimento flngico, uma vez que ndo ha um metabdlito especifico que
permaneca no meio reacional sem ser degradado ao longo do processo. Nota-se que a amilase
apresentou atividade méaxima (1,32 U/mL) em 24 horas no cultivo com peptona (Figura 1a).
Sendo que a produ¢do maxima de CMCase (5,5 U/mL) ocorreu em 48h de cultivo e Xilanase
(26,08U/mL) ocorreu em 72h de cultivo, ambas no tratamento contendo a mistura P+S (1:1),
esta mistura (Figura 1c) foi a mais favoravel para a secrecdo de enzimas, esses resultados
podem ser melhores explanados na Tabela 1.
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Figural. Atividade enzimatica de CMCases, xilananase e amilase produzida pelo fungo
Myceliophthora thermophila em cultivo com a) peptona, b)sulfato de aménia e ¢) P+S (1:1)

Com excegdo da xilanase, as demais enzimas tém queda de atividade apos atingirem o
maximo. Segundo Whitaker (1994), enzimas geralmente apresentam mecanismos de controle
de expressdo que podem ser estimulados ou inibidos por produtos do meio. Os produtos finais
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de cada via metabolica sdo frequentemente inibidores das enzimas que catalisam 0s primeiros
passos da via. Esse mecanismo é conhecido como Feedback negativo ou auto-alimentacao.

Tabela 1: Resumo dos tempos de melhor producdo e respectivas atividades de cada enzima do
fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b
Fontede Tempo CMCase Tempo Xilanase  Tempo Amilase
Nitrogénio (horas) (U/mL) (horas) (U/mL) (horas) (U/mL)

Peptona (P) 48 3,57 72 23,2 24 1,32
Sulfato (S) 48 0,18 96 15,13 24 1,13
P+S (1:1) 48 5,56 72 26,08 24 0,56

Dentre as fontes de nitrogénio utilizada destacou-se a combinagéo P+S (1:1) como o
melhor meio para secrecdo de xilanase e CMCases. Entretanto para secrecdo de amilase,
observou-se um comportamento diferente, onde as melhores atividades foram obtidas quando
utilizado peptona.

CONCLUSOES

O fungo Myceliophthora thermophila 1-1D3b apresentou as maiores producdes de
Xilanase em combinacGes com todas as fontes de nitrogénio, comparado a producdo de
amilase e Cmcase. . Entretanto destacou-se a combinacdo P+S (1:1) tanto para a secrecdo de
xilanase quanto para CMCases. Permitindo assim, inferir que, a secre¢do de enzimas sdo
fortemente influenciada pela fonte de nitrogénio utilizada. Logo esse estudo estimula a
investigacdo de melhores combinagdes da propor¢éo Peptona + sulfato de amonia. Tendo em
vista que os resultados obtidos dardo subsidios a prospeccdo de substratos para cultivo deste
microrganismo em estado sélido.
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