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RESUMO

Atualmente os processos biotecnologicos estdo em destaque no desenvolvimento tecnologico
mundial, principalmente com a preocupagdo sobre a consequéncia de uma escassez mundial
de combustiveis fosseis, sendo as celulases de grande aplica¢do industrial e valor economico.
O trabalho objetivou analisar as atividades celuloliticas dos fungos filamentosos isolados no
Norte de Minas Gerais, sendo cultivados em meio CP com diferentes solugoes de sais,
durante 4 dias, a 30°C, sendo determinadas as atividades da endoglucanase CMCase, Filter
Paperase (FPase) e Avicelase empregando-se o carboximetilcelulase (CMC), o papel filtro e
o AVICEL como substrato, respectivamente, em tampdo succinato de sodio 100 mM, pH 4,8,
a 60°C. Diante disso, pode-se observar uma melhor producgdo celulolitica com a adi¢do dos
sais, sendo um bom indutor na produgdo celulolitica, verificando-se uma alta produgdo de
agucares fermenteciveis a partir dos substratos, demonstrando que as enzimas produzidas
por Aspergillus 3.7 possui potencial biotecnologico.
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INTRODUCAO

A grande preocupacdo com a escassez dos combustiveis fosseis requer uma transicao
de fontes de carbono ndo-renovaveis para biorecursos renovaveis como a lignocelulose
(DESWAL et al., 2011). Independentemente da fonte lignocelulolitica, os materiais consistem
em trés principais polimeros: celulose, um homopolimero de glicose; hemicelulose, um
heteropolimero de pentoses e hexoses; e lignina, um polimero amorfo de fenil unidades de
propanoide (BASSO et al., 2010).

A industria agricola produz milhdes de toneladas de residuos solidos e liquidos, que
contém valiosas substincias naturais em especial as fibras. Nos ultimos anos, houve um
crescente interesse no desenvolvimento de novos métodos para aproveitar-se dos nutrientes
encontrados nos residuos (LAUFENBERG et al, 2004). A utilizagdo dos fungos filamentosos
para a biotecnologia tem-se pela capacidade de degradagdo desses residuos naturais e por
sintetizar grandes grupos de enzimas como a celulase.
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Dessa forma, esse trabalho objetivou padronizar o cultivo do fungo filamentoso
Aspergillus TA3.7 para uma maior produgdo enzimatica, seno analisados o meio de cultura e
a solugao de sais do meio.

MATERIAL E METODOS

Coletou-se amostra da palha da cana-de-agicar na usina de alcool e acticar Sao Judas
Tadeu-SADA Bio-Energia e Agricultura LTDA, na cidade de Jaiba no Norte de Minas
Gerais, para isolamento de fungos filamentosos, onde isolaram seis micro-organismos, que
foram caracterizados macroscopicamente e microscopicamente.

Os seis fungos isolados foram cultivados em meio de cultura liquido CP (PEIXOTO et
al., 2003) com fonte de carbono farelo de trigo, durante quatro dias, a 30°C, de forma
estacionaria. Apos o tempo de crescimento, determinou a atividade das enzimas CMCase,
Fpase e Avicelase, observando que dentre os micro-organismos isolados, o Aspergillus TA3.7
mostrou-se produzir as celulases com maior atividade, sendo padronizado esse fungo.

Em seguida, testaram-se diferentes meios de cultura liquidos, sendo eles: SR
modificado (RIZZATTI et al., 2001), Czapeck modificado (WISEMAM, 1975), CP
(PEIXOTO et al., 2003) e Khanna modificado (KHANNA, 1995), utilizando-se o farelo de
trigo como fonte de carbono. As culturas foram obtidas mediante inoéculo de 1,0 mL de
solucdo de esporos em 25 mL de meio de cultivo contidos em frascos de Erlenmeyer de 125
mL, previamente autoclavados durante 20 minutos a uma pressao de 1,5 atm, e temperatura de
120°C. O crescimento ocorreu em estufa bacteriologica, de forma estacionaria, a 30°C, por
quatro dias.

Em seguida, analisou-se diferentes solucdes de sais no meio de cultura CP, sendo
essas: (1) os proprios sais do meio CP (0,03 g de KH2PO4 ¢ 0,05 g de MgS0O4 . 7 H20); (2)
solugdo de sais do meio SR; (3) 0,05 g de Sais Wesson e (4) os sais CP ¢ Wesson acrescidos
juntos no meio. Os meios foram mantidos durante quatro dias em estufa bacteriologica, de
forma estacionaria, a 30°C.

A quantificacdio da atividade celulolitica foi realizada utilizando-se diferentes
substratos, dependendo da atividade enzimatica analisada. A atividade da CMCase (endo-1-4-
S-D-glucanase) foi realizada utilizando-se o substrato CM-celulose SIGMA 2% em tampao
citrato de sédio 100 mM, pH 4,8, enquanto que a atividade da Avicelase (exoglucanase) foi
determinada utilizando o Avicel Flucar 1% em tampao citrato de s6dio 100 mM pH 4,8. A
determinagdo ocorreu através da formagdo dos agucares redutores durante a incubagdao da
enzima com o substrato especifico, utilizando-se o reagente DNS (acido 3°,5’-
dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), a 55°C. Em relagdo a atividade da Filter Paperase (FPase)
utilizou-se Papel Filtro Whatman N° 1 (1,0 x 6,0 cm) como substrato de acordo com a
metodologia de Ghose (1987). O método foi previamente padronizado por uma curva padrao
de glicose (0,1 a 1,0 mg/mL), sendo a unidade de atividade (U) definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa um pmol de substrato por minuto, nas condi¢des de ensaio. A atividade
total (U total) = umol/mL x volume do filtrado.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Coletou-se a palha de cana-de-agtcar na usina de alcool e agucar Sao Judas Tadeu —
SADA Bio-Energia e Agricultura LTDA, Jaiba-MG, e realizou-se o screening a partir do
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material coletado, sendo isolados seis distintos micro-organismos. Apds o isolamento, os
mesmos foram cultivados em meio CP modificado (PEIXOTO et al., 2003) com farelo de
trigo como fonte de carbono, sendo mantidos durante quatro dias, de forma estacionaria em
estufa, a 30°C, sendo quantificado a enzima FPase.

Pode-se observar que dentre os fungos filamentosos isolados o Aspergillus 3.7
mostrou-se potencial produtor da enzima em estudo, obtendo uma media de atividade de,
aproximadamente 4,5 U totais, muito superior aos outros micro-organismos que nao
mostraram-se como potenciais produtores de celulases .

Selecionado o fungo Aspergillus 3.7, objetivou determinar qual o meio de cultura induz
uma maior producgdo enzimatica. Entdo, o micro-organismo foi cultivado em diferentes meios
de cultura utilizando o farelo de trigo como fonte de carbono, durante quatro dias, a 30°C, de
forma estacionaria, em estufa bacteriologica. A partir da Tabela 1, pode-se afirmar que os
meios CP modificado, Khanna modificado ¢ SR tiveram uma indu¢do enzimatica semelhante
quando se tratou da enzima FPase, com uma media de 0,987 U totais, entretanto, tiveram uma
diferenca significativa quanto a producdo da Avicelase, observando que em relacdo a essa
enzima o meio CP modificado mostrou-se como um melhor indutor (0,81 U totais). Dessa
forma, padronizou-se esse meio para cultivo do Aspergillus 3.7.

Tabela 1 — Determinagdo do meio de cultura para uma maior producao celulolitica pelo
Aspergillus TA3.7

Meio de Cultivo FPase (U totais) = CMCase (U totais) Avicelase (U totais)
Czapeck 0,78 9,06 0,67
CP modificado 0,95 9,80 0,81
Khanna modificado 1,11 9,40 0,45
SR 0,90 9,90 0,54

Objetivando analisar a atividade da celulase em meios de cultura com diferentes
solugdes de sais, o fungo foi cultivado em meio CP com diferentes sais: (1) os proprios sais
do meio CP (0,03 g de KH2PO4 ¢ 0,05 g de MgS0O4 . 7 H20); (2) solucao de sais do meio
SR; (3) 0,05 g de Sais Wesson e (4) os sais CP e Wesson acrescidos juntos no meio.

Observando a Tabela 2, pode-se visualizar que a atividade da FPase ndo teve uma
diferenca significativa entre os distintos sais componentes do meio CP, entretanto a atividade
da CMCase ¢ Avicelase foi semelhante entre as distintas solugdes de sais, com exce¢ao da
solugdo de sais CP com uma atividade de 9,90 U totais, e 0,84 U totais, respectivamente.
Assim, o meio padronizado foi o CP composto com as solugdes de sais Wesson para cultivo
do fungo, durante quatro dias, a 30°C, de forma estacionaria.
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Tabela 2 — Determinagdo da solugdo de sais do meio de cultura CP para cultivo do Aspergillus
TA3.7 e produgao celulolitica.

Solugao de Sais FPase CMCase Avicelase
do Meio (U totais) (U totais) (U totais)
Sais CP + Sais Welson 4,76 14,96 2,09
Sais Welson 5,94 15,21 1,88
Sais SR 4,47 15,25 1,87
Sais CP 4,12 9,90 0,84
CONCLUSOES

Conclui-se que dos seis fungos filamentosos isolados dois mostraram-se potenciais
produtores de celulases, em especial o Aspergillus 3.7. Assim como, observou-se que o meio CP
com a solugdo de sais Welson teve uma maior indug¢do da produgdo enzimatica por esse micro-
organismo, quando comparado a produgao em outros meios, a qual obteve uma excelente hidrolise
dos substratos, liberando uma grande quantidade de agucares passiveis de fermentagdo.
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