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Resumo

A prospeccgdo por micro-organismos produtores de enzimas celuloliticas tem sido o foco de
muitos estudos com o interesse de utilizar residuos agricolas na producéo de etanol celulésico.
Este trabalho objetivou selecionar um fungo filamentoso potencial produtor de celulase
isolados no norte de Minas Gerais, além de determinar as melhores condi¢des da fermentacéo
submersa para producéo de celulase. Os seis fungos filamentosos isolados da bagaco de cana-
de-acucar foram caracterizados macro e microscopicamente e submetidos ao screening para a
producéo da enzima FPase. O Aspergillus 3.7TA foi selecionado para avaliacdo dos melhores
parametros para a producdo de FPase, CMCase e Avicelase. Para determinacdo do melhor
meio de cultura, avaliou-se os meios: Khanna modificado, SR modificado, Czapeck, e CP.
Analisou-se também o efeito de diferentes solucdes de sais: sais do proprio meio CP; sais do
meio SR; sais Wesson acrescido dos sais do meio CP; e sais Wesson, o efeito de diferentes
fontes de nitrogénio (extrato de levedura e peptona), o tempo (dias) de crescimento fangico e
diferentes fontes de carbono no crescimento e na producdo enzimatica. Todas as fermentacbes
submersas foram conduzidos & 30°C de forma estacionéria e a determinacdo da atividade
FPase, CMCase e Avicelase foram determinadas pela formacdo de acUcares redutores
segundo Miller (1959). Observou-se que o Aspergillus 3.7TA apresentou melhor producéo
celulolitica em meio CP associado com sais Welson, empregando o extrato de levedura e o
farelo de trigo como fonte de nitrogénio e de carbono, respectivamente, durante seis dias, a
30°C, de forma estacionaria.
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Abstract

Prospecting of cellulolytic enzymes produced by micro-organisms has been the focus of many
studies in the interest of using agricultural residues in the production of cellulosic ethanol.
This study aimed to select a filamentous fungus potential cellulases producer isolated in the
north of Minas Gerais, as well as determine the best conditions of submerged fermentation
for the production of cellulases. The six filamentous fungi isolated straw sugarcane were
characterized macroscopically and microscopically and subjected to screening for the
production of FPase enzyme. Aspergillus sp. 3.7TA was selected for evaluation of the best
parameters for the production of FPase, CMCase and Avicelase. To determine the best
medium were analysed differents culture medium such as: Khanna modified, SR modified,
Czapeck and CP. It was analyzed the effect of different salt solutions: salts CP of the itself
medium; SR medium salts; Wesson salts plus of CP salts; and Wesson salts, the effect of
different nitrogen sources (yeast extract and peptone), time (days) of fungal growth and
differents carbon sources in the growth and enzyme production. All the submerged
fermentations were conducted at 30°C, stationary conditoins, and determining the FPase,
CMCase and Avicelase activity were determined by formation of reducing sugars second
Miller (1959). It was noted that the Aspergillus sp. 3.7TA showed better cellulase production
on CP medium associated with Welson salts, employing yeast extract and wheat bran as a
source of nitrogen and carbon, respectively, while six days, at 30°C, in a stationary way.

Keywords: Bioprospection. Filamentous Fungi. Submerged Fermetation.

1 Introducéo

Novas opcOes de energia tornaram-se necessarias devido ao uso indiscriminado de
hidrocarbonetos e crescimento de emissdes de poluentes, tornando um desafio para a
comunidade cientifica ampliar a oferta de energia a partir de fontes renovaveis (AZEVEDO,
2016).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou selecionar micro-organismos bons
produtores de celulases, bem como padronizar os pardmetros fisico-quimicos do cultivo do
Aspergillus sp. 3.7TA para uma maior produgdo de celulases, e verificar a degradagdo do
bagaco de cana-de-agucar in natura para liberagdo de acucares passiveis de fermentacéo.

2 Material e Métodos

2.1 Coleta e isolamento de fungos filamentosos

Coletou-se, de forma asséptica, bagaco de cana-de-aglicar na Usina de Alcool e
Acucar S&o Judas Tadeu -SADA Bio-Energia e Agricultura LTDA, na cidade de Jaiba, no
Norte de Minas Gerais, para isolamento de fungos filamentosos. O isolamento ocorreu em
meios de cultivo sélidos contendo aveia Quaker® 4% (m/v) e Agar 2% (m/v) (EMERSON,
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1941), a 30°C, no decurso de quatro dias, sendo analisados a cada 24 horas o crescimento de
fungos filamentosos.

Para a realizagdo do in6culo 1,44 . 107 conidios/cultura foi inoculado em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido. Os meios foram mantidos em
estufas bacterioldgicas, a 30°C.

Apos escolha do fungo para producdo celulolitica, testaram-se diferentes meios de
cultura: Khanna modificado (KHANNA, 1995), SR modificado (RIZZATTI et al., 2001),
Czapeck (WISEMAM, 1975), e CP (PEIXOTO et al., 2003).

Assim como, testou-se o efeito de diferentes solucBes de sais do meio: (1) os proprios
sais do meio CP (0,03% (m/v) de KH2PO4 e 0,05% (m/v) de MgSOa4.H20); (2) meio CP sem
sais com solucdo de sais do meio SR modificado (0,3% (m/v) KH2PO4 e 0,24% (m/v)
MgS0s.7H20); (3) meio CP sem sais com 0,05% (m/v) de sais Wesson; e (4) sais do meio CP
acrescidos de sais Wesson. Além de serem analisadas diferentes fontes de nitrogénio: (1)
0,8% (m/v) de extrato de levedura ou (2) 0,8% (m/v) de peptona.

Por fim, avaliou-se a influéncia de diferentes fontes de carbono: Farinha de Chia Fito
Alimentos®, Farinha de Linhaca Fito Alimentos®, Farelo de Trigo Fito Alimentos®, Farelo de
Aveia Fito Alimentos®, Farinha de Trigo Integral Fito Alimentos®, Farinha de Aveia
Quaker®, Fuba Sinh4®, Bagaco de cana-de-aglicar, Farinha de Trigo Vilma®, Farinha de
Rosca, Palha da Bananeira, Fibra do Coco e Extrato de Soja Viver Bem®; para controle

utilizou-se 0 meio de cultura que ndo continha fonte de carbono.

2.2 Obtencéo do extrato e quantificacdo da atividade enzimatica

A massa micelial foi separada do meio de cultivo através de filtracdo a vacuo, 0s
filtrados contendo as enzimas extracelulares foram submetidos a determinacdo da atividade
celulolitica. A atividade FPase, CMCase e Avicelase foram realizadas pela formacdo de
acucares redutores a partir dos substratos: Papel Filtro Whatman® n° 1 (1,0 x 6,0 cm)
(GHOSE, 1987); CMC baixa viscosidade Sigma® 2% (m/v) em tamp&o citrato de sodio 100
mM, pH 4,8, e Avicel Fluca® 1% (m/v) em tampdo citrato de sodio 100 mM, pH 4,8;
respectivamente.

A determinacdo das atividades enzimaticas ocorreu através da formacgdo dos agucares
redutores de acordo com MILLER (1959), a 55°C. 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
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como a quantidade de enzima que hidrolisa um pmol de substrato por minuto, nas condigdes

de ensaio. A atividade total (U total) = umol/mL x volume do filtrado.

2.3 Analise da hidrolise do bagaco de cana-de-acgucar

Para a reacdo de hidrolise foram usados tubos reacionais contendo 0,02 g de bagaco de
cana, 1 mL de tampéo citrato de sodio 100 mM, pH 4,8, e 1 mL de enzima, mantidos a 55°C,
por distintos tempos. Ap6s o tempo, as reagdes foram fervidas a 100°C por cinco minutos.
Apbs resfriados, realizou-se a quantificacdo de acUcares de acordo com MILLER (1959). O
branco da reacdo constituiu do tempo zero da incubacao da enzima com o substrato bagaco de

cana-de-acgucar.

3 Resultados e Discussao

No presente estudo, obteve-se o isolamento de seis diferentes fungos filamentosos a
partir do bagaco de cana-de-agUcar, sendo esses: 3.2TA, 3.3TA, 3.4TA, 3.5TA, 3.7TA e
3.8TA. Os mesmos foram identificados como Mucor sp. (3.2TA, 3.4TA e 3.8TA),
Neurospora (3.3TA), e Aspergillus sp. (3.5TA e 3.7TA).

Realizou-se um screening com a finalidade de selecionar entre os isolados um
potencial produtor de enzimas celuloliticas. Pode-se observar que, o Aspergillus sp. 3.7TA
apresentou-se como melhor produtor enzimatico com uma atividade de CMCase 13,00 U
totais, Avicelase 3,01 U totais e FPase 5,01 U totais, mostrando ter um grande potencial
industrial.

Para otimizar a produgdo de enzimas celuloliticas pelo fungo Aspergillus sp. 3.7 TA,
avaliou-se diferentes varidveis na cultura do micro-organismo. Segundo Bravo e
colaboradores (2000) diferentes pardmetros afetam a producdo enzimatica, e esses devem ser
investigados uma vez que diferentes micro-organismos apresentam diferentes condicgdes
Otimas para producdo de diferentes enzimas.

Pode-se afirmar que todos os meios analisados tiveram uma inducdo enzimatica
semelhante, entretanto, observou-se que as atividades celuloliticas obtidas pelo fungo em
estudo cultivado em meio CP sem sais, acrescido de sais Welson, com 15,22 U totais de
atividade CMCase; 2,882 U totais de Avicelase e atividade da FPase foi de 5,95 U total.

Pode-se inferir que o extrato de levedura mostrou-se como uma melhor fonte de
nitrogénio indutora da producdo enzimatica pelo Aspergillus sp. 3.7TA em comparacdo a

peptona, assim como, tanto para a atividade da FPase quanto para a atividade da CMCase, 0
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farelo de trigo foi a melhor fonte de carbono, obtendo uma atividade de 5,52 U totais e 66,65
U totais, respectivamente. Pode-se inferir que ambas as atividades das celulases obtidas foram
expressivamente superiores as encontradas nas outras fontes de carbono.

Objetivando analisar a hidrélise do bagaco de cana-de-acucar pelas celulases, pode-se
verificar que com o passar do tempo (0 a 300 minutos) das celulases em contato com o bagaco
de cana-de-acucar houve liberacdo de aglcares passiveis de fermentacdo, sendo constatado
que a enzima nao sofreu desnaturacdo durante esse periodo, assim como, teve uma liberagédo

de, aproximadamente, 2 mg de glicose/ mL de reacéo.

4 Conclusoes

Dessa forma, pode-se inferir que as enzimas celuloliticas produzidas pelo fungo
filamentoso isolado a partir do bagaco de cana-de-acUcar, obtido no Norte de Minas Gerais,
apos padronizacdo das condi¢bes de cultivo do micro-organismo mostrou-se potencial para
aplicacdo na hidrélise do proprio bagaco como substrato enzimatico para liberacdo de

acucares fermentesciveis.
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