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Resumo: O objetivo do trabalho foi utilizar o caldo enziméatico dos fungos Aspergillus sp.
CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 isolados de sementes em germinagdo para
degradar a celulose utilizando papel de filtro. Inicialmente os fungos foram cultivados em
meio de cultura solido contendo celulose como indutor de celulases em diferentes valores de
pH. A atividade enzimatica méaxima foi obtida no periodo de 48 a 72 h ap6s serem cultivados
em meio semi-sélido de farelo de trigo (Aspergillus sp. CBMAI 1198: 2,20 e 2,18 Ul.mL™,
48-72h, pH 6,0; Rhizopus sp. CBMAI 1458, 5,30 UL.mL™, pH 6,0, 48 h). Para quantificacéo
da atividade enzimatica para celulases totais foi utilizado o método DNS. Concluiu-se que 0s
fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 produziram celulases que

degradaram a celulose presente no papel e podem ser utilizados na produgéo dessas enzimas.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF CELLULASES BY DNS METHOD USING BROTH OF
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Abstract: The aim of this study was use the culture broth of Aspergillus sp. CBMAI 1198
and Rhizopus sp. CBMAI 1458 isolated from germinating seeds to degrade cellulose using
filter paper. Initially, the fungi were grown on solid culture medium containing cellulose as
inductor of cellulases at different pH values. The maximum enzyme activity was obtained
within 48 to 72 h after being cultured in semi-solid with wheat bran (Aspergillus sp. CBMAI
1198: 2.20 and 2.18 Ul.mL™, 48-72 h, pH 6.0; Rhizopus sp. CBMAI 1458, 5.30 Ul.mL™, pH
6.0, 48 h). To quantify the activity of total cellulases was used the DNS method. It was
concluded that the fungi Aspergillus sp. CBMAI 1198 and Rhizopus sp. CBMAI 1458
produced cellulases that degraded the cellulose present in the paper and the fungi can be used
in the production of these enzymes.

Keywords: Cellulases, biofuels, fungi.

1. Introducéo

A biomassa pode ser utilizada em diversos segmentos industriais, principalmente o
energético. A crescente preocupacdo com a poluicdo ambiental e também a demanda de
petroleo para abastecer o mercado mundial estdo gerando alteragcBes nas economias dos
paises, no meio ambiente e na sociedade (SATER et al., 2011; ZOREL, 2011).

O Brasil tem destaque no cenario mundial na producdo de cana-de-acUcar. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a safra de cana-de-agucar em 2014/2015
estava prevista para 73.569 kg.ha*, a producéo de agticar foi estimada em de 670 milhdes de
toneladas e a de etanol deveria superar os 28 bilhdes de litros. A area destinada a producéo
sucroalcooleira é de aproximadamente 9.130,1 mil hectares (CONAB, 2014; CONAB, 2014)

Toda essa producdo, seja para exportacdo ou consumo interno, gera grandes
quantidades de residuos lignocelulésicos (biomassa), no caso especifico da cana-de-agUcar, a
palha e 0 bagaco. Partes desses residuos muitas vezes ndo sdo aproveitadas e acabam sendo
descartados na natureza, gerando desequilibrios ambientais, tais como, acimulo de matéria
organica em ambientes aquaticos levando a eutrofizagdo, aumento da emissdo de gases
causadores do efeito estufa (CO. e CH4) devido a intensa atividade bioldgica oriunda da agéo
bacteriana do solo, desequilibrio da populacdo microbiologica que constitui o solo, etc
(SATER et al., 2011; ZOREL, 2011; MENDES et al., 2014; ESCOBAR, 2008).
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O Brasil tem vantagem em relacéo a outros paises, principalmente por ser detentor de
uma tecnologia de producdo de etanol bem desenvolvida, eficiente e em larga escala via
etanol de primeira geracdo. Entretanto, a producéo de etanol de primeira geracdo nao supre 0s
combustiveis fosseis, sendo necessarios investimentos em novas tecnologias para aproveitar a
biomassa e elevar a produgéo de etanol nacional. Assim, pode-se utilizar, por exemplo, o
proprio bagaco da cana para a producdo de etanol de segunda geracdo (KOHLHEPP, 2010;
FLORENTINO et al.,, 2008). Com a degradacdo dos residuos da cana-de-acUcar pode-se
elevar até 30% ou mais a producdo de etanol sem que haja necessidade de ampliacdo na area
de cultivo. O bagaco da cana-de-agUcar € constituido aproximadamente por 15% de celulose,
38% hemicelulose, 28% lignina e 18% proteinas e cinzas (FLORENTINO et al., 2008;
REYES et al., 1998; CANILHA et al., 2010; VASQUEZ et al., 2007; DING et al., 2006).

A degradacdo de materiais lignocelulésicos até monossacarideos como a glicose nédo é
um processo simples, para melhorar a eficiéncia sdo utilizados alguns processos prévios para
a abertura ou rompimento da fibra através de ataques fisicos e quimicos. Esse pré-tratamento
tem como objetivo remover a hemicelulose e a lignina que séo de dificil conversdo em glicose
e a aumentar a porosidade do substrato, disponibilizando a celulose para posterior ataque de
enzimas. Os pré-tratamentos sdo diversificados e diferem muito quanto aos rendimentos e 0s
efeitos que causam na biomassa, sendo os mais conhecidos a pirdlise, “steam explosion”,
“amomnia fiber explosion”, “CO explosion”, ozonoélise, hidrolise acida, hidrolise alcalina,
deslignificacdo oxidativa e processo Organosolv (SUN et al., 2002).

A degradacao da celulose é realizada principalmente por um conjunto de enzimas que
atuam intra e extracelularmente, esse complexo enzimatico ¢ denominado de celulases. A
celulose ¢ um homopolissacarideo com ligagdes glicosidicas -(1,4), apresenta alto grau de
polimerizacdo com até 10.000 unidades de glicose e € composta por regides amorfas e
cristalinas. A estrutura linear, conferida pelas liga¢oes B-(1,4), permite a formagao de ligacGes
de hidrogénio intra e intermoleculares e acarreta na agregacdao das cadeias celuldsicas em
“fibrilas elementares”. Estes agregados conferem elevada resisténcia a tensdo, baixa
solubilidade na maioria dos solventes, inclusive em dgua (ARANTES et al., 2009; ABREU et
al., 2007; CASTRO, 2015; CASTRO et al., 2010; NELSON et al., 2006).

A degradacdo de matéria orgénica é realizada por enzimas presentes em diversos
microrganismos, principalmente fungos e bactérias, sendo os fungos filamentosos os mais
promissores (SUN et al., 2002; ARANTES et al., 2009; CASTRO, 2015). Os basidiomicetos

destacam-se na natureza por serem eficientes em degradar compostos lignocelulésicos, sendo
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responsaveis pela “podriddo da madeira”. (ARANTES et al., 2009; ABREU et al., 2007;
CASTRO, 2015; CASTRO et al., 2010; NELSON et al., 2006). A decomposi¢do é
extracelular e ocorre atraves de um complexo enzimatico que propicia uma despolimerizacéo
dos componentes lignoceluldsicos para que esses possam ser transportados pela parede celular
e utilizados no metabolismo fangico. As enzimas extracelulares sdo introduzidas no material
organico através das hifas e iniciam o complexo processo de degradagdo nas células vegetais
(ARANTES et al., 2009; ABREU et al., 2007; CASTRO, 2015; CASTRO et al., 2010).

Industrialmente o fungo Trichoderma reesei tem destaque no cenario de producéo de
celulases, porém outros microrganismos mostraram-se eficientes na degradacdo de celulose,
como Trichoderma koningi e Phanerochaete funiculosum. Algumas bactérias também sao
capazes de produzir celulases como no caso da Clostridium thermocellum e Clostridium
cellulovorans (PEREIRA et al., 2012; ALMEIDA, 2012; SOMERA, 2008; SANTOS, 2007;
SALES et al.,, 2010; OLIVEIRA et al., 1999; MESCHEDE et al., 2012).

As celulases comegaram as ser produzidas em escala industrial por volta da década de
80 para diversas aplicacdes, tais como, aditivo de racdo animal, clarificacdo de sucos e
vinhos, etc. Em meados da década de 90 as celulases ja ocupavam aproximadamente 20% do
mercado mundial de enzimas comerciais. Uma aplicacdo mais recente das celulases é a
liberacdo de aclcares a partir de materiais lignoceluldsicos para posterior producdo de
biocombustiveis (etanol). As tecnologias para hidrélise de materiais lignoceluldsicos estdo
sendo amplamente estudadas, com o objetivo de minimizar o custo de producdo de etanol,
contudo o processo utilizado pelas biorrefinarias ainda é muito elevado e inviavel
economicamnete, o que requer subsideos governamentais para sua producdo (FLORENTINO
et al., 2008; DING et al., 2006; SUN et al., 2002; CASTRO et al., 2010).
As empresas logen Corporation com a Shell/Raizen instalaram uma planta comercial de
bioetanol no Canada e em 2014 implantaram essa tecnologia no Brasil. Segundo a empresa
Raizen espera-se aumentar em 50% a producdo de alcool nacional e sem aumentar a area de
cultivo. O investimento na Usina Costa Pinto, na cidade de Piracicaba-SP, foi de
aproximadamente R$ 230 milhdes, com a producdo anual de 40 milhdes de litros de
bioetanol, a unidade foi oficialmente inaugurada em julho de 2015. Essa € a primeira de oito
usinas que serdo implantadas na proxima década no estado de S&o Paulo com capacidade de
produzir 1 bilh&o de litros por ano de etanol. Essa foi concebida com o objetivo de utilizar a

celulose proveniente do bagaco e a palha da cana-de-aglcar para a producdo de etanol de
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segunda geragéo, a enzimas utilizadas para o processo (celulases) séo fornecidas pela empresa
dinamarquesa Novozymes (IOGEN, 2015; RAIZEN, 2015; COSTA, 2015)

Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar o caldo enzimatico dos fungos Aspergillus
sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 cultivados em farelo de trigo para determinar
atividade enzimaética de celulases pelo método do DNS.

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes utilizados

Agar (MERCK), celulose ((CeH100s)n, Sigma-Aldrich), peptona de farinha de soja (Merck),
cloreto de célcio di-hidratado (CaCl..2H20, P.A., Synth), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl2.6H20, P.A., Synth), cloreto de potéssio (KCI, P.A., Synth), cloreto de sodio (NaCl,
P.A, Synth), fosfato de sodio dibasico anidro (
NaHPO., P.A., Synth), sulfato de sédio anidro (Na>SOa, P.A., Synth), bicarbonato de sodio
(NaHCOg, P.A., Synth), brometo de potassio (KBr, P.A., Synth), cloreto de estroncio hexa-
hidratado (SrCl2.6H.0, P.A., Synth), acido bérico (HsBOs, P.A., Synth), ureia (CH4N20,
P.A., Synth), sulfato de amonio ((NH,),SO,, P.A., Synth)), fosfato de potassio monobasico
anidro ( KH2PO4, P.A., Synth), sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQ4.7H.0, P.A.,
Synth), sulfato de zinco hepta-hidratado (ZnSO4:7H.0, P.A., Synth), sulfato de ferro(ll)
hepta-hidratado (FeSO4-7H20, P.A., Synth), cloreto de cobalto hexa-hidratado (CoCl2.6H-0,
Sigma-Aldrich), sulfato de manganés tetra-hidratado (MnSO4.4H20, P.A., Merck), acido 3,5-
dinitrosalicilico (C7H4N207, Sigma-Aldrich), tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado
(KNaCsH106-4H20, P.A., Synth), hidréxido de sédio (NaOH, P.A., Synth).

2.2 Fungos utilizados nos ensaios de atividade enzimatica

Aspergillus sp. CBMAI 1198 - O fungo quando cultivado em extrato de malte formou
coldnias de aspecto irregular por toda a superficie da placa de Petri. As hifas eram brancas e
ralas na parte inferior e hastes com esporos de coloracdo negra na parte superior. O reverso da
placa apresentou coloragdo marrom clara. O fungo foi isolado da semente de Peltophorum
dubium (canafistula).

Rhizopus sp. CBMAI 1458 - O fungo quando cultivado em extrato de malte sdlido

formou colbnias cotonosas de cor branca, circular, com centro ligeiramente mais elevado e 0s
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esporos eram negros. A coloracdo do reverso da placa era branca e mais escura no centro.
Este fungo foi isolado da semente de Chorisia speciosa (paineira).

Os fungos foram identificados no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP) e estdo depositados na Colecdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e IndUstria (CBMAI-UNICAMP,
http://www.cpgba.unicamp.br/colecoes/2015-06-10-19-50-09.html.)

Toda manipulacdo dos microrganismos foi realizada em cabine de fluxo laminar
(Veco) em condicOes estéreis, tais como, luz ultravioleta, solucédo de hipoclorito de sodio 1-
2% e alcool 70% e na presenca de chama de bico de Bunsen. Todos os materiais, meios de
cultura e solucGes utilizados para o cultivo dos fungos foram previamente esterilizadas em

autoclave (Phoenix).

2.3 Avaliagao do crescimento de coldnias frente o pH do meio de cultura

Primeiramente foi avaliado a influéncia do pH no crescimento fungico obtendo-se as
colbnias puras e induzindo os fungos a degradarem o material fibroso contendo apenas
celulose para absorcdo de fonte de carbono como energia. Assim, os fungos Aspergillus sp.
CBMAI 1198 e Rhizoupus sp. CBMAI 1458 foram inicialmente cultivados em placas de Petri
contendo celulose (30,0 g.L™?), Agar (15,0 g.L ™) em agua salina de composicio: CaClz.2H20
(1,36 g.L Y, MgCl..6H2.0 (9,68 g.L?), KCI (0,61 g.L%), NaCl (30,0 g.L™Y), Na;HPO4 (0,140
g.L 1), NazSO4 (3,47 g.L 1), NaHCO;3 (0,170 g.LY), KBr (0,10 g.L?), SrCl,.6H20 (0,04 g.L}),
HsBOs (0,03 g.L™) em diferentes valores de pH (5, 6, 8 e 9) (pHmetro Qualxtron, Model
8010). O crescimento dos fungos foi avaliado nos diferentes valores de pH utilizados durante
7 dias de crescimento com o objetivo de certificar qual seria o melhor valor de pH para
cultiva-los em fermentacdo semi-sélida (FSS). O crescimento dos fungos foi realizado em
estufa (Incubadora B.O.D. 411D, Nova Etica) na temperatura de 30° C.

2.4 Meios de cultura

Posteriormente a selecdo do melhor valor de pH para o meio de cultura e inducdo dos
fungos na presenca de celulose como Unica fonte de carbono, os microrganismos foram
inoculados em meio de cultura semi-solido contendo como fonte de material celulosico e
carbono o farelo de trigo.

Foram utilizados na preparacdo do meio de cultura semi-solido farelo de trigo para uso

alimentar (adquirido em comércio local) e outros constituintes como fontes de nutrientes. Em
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um frasco tipo Schott de 250 mL foi adicionado farelo de trigo (5,0 g) em 10 mL de uma
solugdo aquosa contendo as seguintes composicdes: ureia (0,30 g.Lt), peptona (0,75 g.Lb),
(NH4)2S04 (1,40 g.L 1), KHPO:4 (2 g.L 1), MgS04.7H20 (0,30 g.L1), CaCl,.2H20 (0,40 g.L
1, ZnS04.7H,0 (1,40 mg.L?'), FeS04.7H,O (5,0 mg.L?), CoCl..6H.0 (2,0 mg.L?) e
MnSQO4.4H,0 (1,60 mg.L™?). O pH do meio foi ajustado para 6 com auxilio de um pHmetro
previamente calibrado utilizando solugdo de HCI 0,5 M. Posteriormente 0 meio foi

esterilizado em autoclave a temperatura de 120 °C durante 20 min e latm.

2.5 Cultivo dos fungos para producéo de celulases

Para realizar a inoculacdo dos fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizoupus sp.
CBMAI 1458 foram retirados da placa de Petri colbnias puras, previamente cultivadas no
meio de cultura sdlido com celulose, com auxilio de um bisturi, fragmentos de 3 mm x 3 mm
do agar contendo as col6nias fangicas com os esporos e micélios. Um total de 5 fragmentos
foram transferidos para os frascos Schott de 250 mL (total de 5 frascos) contendo os meios de
cultura com farelo de trigo. Os frascos foram colocados em estufa a 34 °C (Incubadora B.O.D.
411D, Nova Etica) sendo que em 48, 72, 96 e 120 h um frasco reacional contendo o
respectivo fungo foi retirado e extraido o caldo enzimético e determinada a atividade
celulolitica.

2.6 Extracgdo do caldo enzimatico

Apds o periodo de crescimento dos fungos (48, 72, 96 e 120 h) realizou-se a extracdo
das enzimas celulases. Adicionou-se aos frascos Schott uma solucdo tampédo de acetato de
sddio (0,2 mol.L%, pH 4,5) na relagdo de 10 mL de tampdo para 1 g de substrato (farelo de
trigo mais micélios do respectivo fungo cultivado). Em seguida utilizando-se um agitador
magnético de bancada, agitou-se vigorosamente a mistura contendo o caldo enzimatico
durante 60 min. Apos este periodo a mistura foi filtrada a vacuo para a retirada dos esporos e
dos fragmentos sélidos como farelo de trigo e micélios que foram formados durante o
crescimento fungico. Posteriormente a solucdo sobrenadante contendo o caldo enzimatico foi

centrifugada por 10 min a 6000 rpm (Hermle Z200A) para remogcao de materiais particulados.
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O caldo resultante foi transferido para tubos Falcon de 15 mL e armazenado em congelador a
-10 °C por até 5 dias para posterior determinacdo da atividade enzimatica.

2.7 Analise de acucares redutores pelo método de DNS

Os aglcares redutores quando em meio alcalino a quente formam enediois e estes
atuam como doadores de elétrons, os quais reagem com o &cido 3,5-dinitro-salicilico
(amarelo) reduzindo-o para o é&cido 3-amino-5-nitro-salicilico (laranja avermelhado)
(MILLER, 1959).

Preparacao do reagente DNS (MILLER, 1959)

Para a preparacdo do reagente DNS pesou 10 g de acido 3,5-dinitro-salicilico e 300 g
de tartarato duplo de sodio e potassio (Sal de Rochelle). Para o preparo do reagente foram
preparadas duas solucgdes:

Solugdo A - Em um frasco béquer de 400 mL dissolveu-se 10 g de DNS em 200 mL de
NaOHaq (2 mol.L?).

Solucgéo B - E um frasco béquer de 1000 mL contendo 500 mL de agua destilada adicionou-se
o0 Sal de Rochelle. Para dissolucdo completa a solucdo foi mantida em aquecimento (50 °C) e
agitacdo em placa magnética.

Em seguida as solugdes A e B foram misturadas e homogeinizadas e o volume da
solucdo final foi completado para 1000 mL. Devido a solucdo ser fotossensivel essa foi
armazenada em um recipiente envolvido por papel aluminio e armazenada na geladeira a

temperatura de 5°C por um periodo de até 2 dias.

Preparacdo da curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica preparou-se as solucGes de glicose com
concentragéo de 0,00; 0,55; 1,11; 1,66; 2,22; 3,33; 4,44; 4,99 mmol.dL. Em tubos de ensaio
contendo 1 mL de solucdo DNS adicionou-se 1 mL de cada solucdo padrdo de glicose.
Posteriormente os tubos foram agitados e aquecidos por 5 min a temperatura de 100 °C. Apds
atingir a temperatura ambiente adicionou-se 13 mL de agua destilada. O tubo apenas com
agua destilada (auséncia de glicose) foi utilizado como controle (branco) e as leituras de

absorbancia foram realizadas a 540 nm. Os valores de absorbancia foram plotados em um
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grafico no eixo da ordenada e os valores de concentragdo na abscissa. As medidas de
absorbéncia foram realizadas no Espectrofotometro (UV-1800, Shimadzu).

2.8 Determinacéo da atividade de celulases totais (FPase)

Para determinar a atividade de FPase totais adicionou-se uma tira de papel Whatman
no. 1 (1 cm x 6 cm) enrolada em formato espiral dentro de 5 tubos de ensaio de 9 cm
contendo em cada tudo 2 mL de solugdo tamp&o citrato de sodio (50 mmol.L2, pH 4,8). Em
seguida a temperatura ambiente adicionou-se 1 mL do caldo enzimatico fungico em cada tudo
de ensaio. A solucgéo resultante foi homogeneizada e mantida em banho termostatizado (50°C)
durante 60 min. Posteriormente os tubos foram resfriados a temperatura ambiente, retirou-se
uma aliquota de 1 mL da solucéo, a essa solucdo adicionou-se 3 mL do reagente DNS e 1 mL
de &gua destilada. A solucdo resultante foi submetida ao aquecimento em banho-maria 100 °C
durante 5 min. Em seguida resfriou-se a solugdo a temperatura ambiente e analisou em um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959; SILVA et al.; 2003).
O controle foi realizado seguindo todos 0s passos descritos anteriormente, exceto que ao invés
de utilizar 1 mL do extrato enzimatico fungico adicionou-se 1 mL de agua destilada.

O célculo da atividade enzimatica foi realizado através da Equacdo 1 (ZERAIK et al.,
2008).

__ DxC(pmol.mL™1) x Vt (mL)

Ul T(min)x Ve (mL)

(Equacdo 1)

D - diluicdo (realizada quando foi preciso diluir a solucdo enzimatica)
C - concentragdo determinada a partir do método DNS

Vt - Volume total da reacéo

T - Tempo de reacao

Ve - Volume da solucdo enzimatica

3. Resultados e Discussao

3.1 Cultivo dos fungos em fermentacéo semi-sdlida e em farelo de trigo
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Quando comparada a FSS com a fermentacdo submersa (FS) tem-se como principal
diferenga a quantidade de agua disponivel no meio de cultura. Em geral, a 4gua esta adsorvida
no substrato utilizado formando um filme em sua superficie, isso diminui a quantidade de
agua livre, essas condi¢fes sdo mais proximas das encontradas no meio ambiente, fazendo
com que os microrganismos se desenvolvam melhor, outra vantagem da menor
disponibilidade de agua livre é a diminuicdo dos riscos de contaminagdo por outros
microrganismos e mesmo pela perda da umidade devido a evaporacdo ser mais rapida
(CASTRO et al., 2010).

A FSS possui varias vantagens em relacdo a FS, tais como, a aera¢do do meio (0 meio
apresenta porosidade devido a granulometria do substrato) o que disponibiliza maior
concentracdo de oxigénio para 0s microrganismos aerobios se desenvolverem; 0s custos
operacionais sd0 menores e 0s gastos energéticos também, pois todo 0 processo permanece
total ou quase totalmente em regime estatico. Esse tipo de fermentacdo geralmente € utilizado
quando os substratos sdo poucos sollveis, como é o caso da celulose e materiais
lignocelulésicos, diminuindo os custos de producdo e empregando substratos sem utilidade
para a industria (CASTRO et al., 2010; SANTOS et al., 2006).

Uma desvantagem da FSS ¢ o dificil controle dos parametros do processo, tais como,
pH e temperatura devido a heterogeneidade do meio. Os microrganismos utilizados para um
determinado processo devem ser capazes de crescerem em meios com baixa umidade e
elevada pressdo osmdtica, por isso, muitas vezes, fungos filamentosos sdo os que melhor se
adaptam a tais condi¢bes por necessitarem pouca agua livre e por terem boa aderéncia ao
substrato (MACHADO, 2002).

A utilizacdo do farelo de trigo em FSS é muito interessante, pois esse substrato
apresenta taxa nutricional elevada e sua granulometria permite uma melhor aeracdo do meio
de cultura. Ainda o farelo de trigo torna-se vantajoso, pois naturalmente € um bom indutor
para a producdo de celulases, pois é constituido em média por 11% de celulose, 30%
hemicelulose, 5% lignina e 17% de proteina (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011). Neste
trabalho foi utilizado como substrato o farelo de trigo adquirido em comércio local, destinado
especialmente para uso alimenticio humano.

Portanto, pelas razdes aqui expostas neste estudo optou-se em cultivar os fungos Aspergillus
sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 em meio de cultura semi- solido contendo

farelo de trigo.
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3.2 Crescimento dos fungos em meio acido contendo celulose e solugdo salina

Na literatura € relatado que em pH &cido na faixa de 5,0 a 6,0 as celulases apresentam
maior atividade, j& em pH alcalino ocorre uma inibicdo do complexo, dificultando a
assimilacdo do substrato pelos enzimas fungicas (CASTRO et al., 2010; RODRIGUEZ-
ZUNIGA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010). A primeira etapa do trabalho utilizou
diferentes valores de pH em meio de cultura contendo celulose e agar para determinar a
melhor faixa de pH para o crescimento dos fungos e induzir a utilizacdo da celulose como
fonte de carbono. A inducdo no meio sélido foi realizada com o objetivo também de
maximizar o periodo de adaptagdo do fungo ao substrato utilizado no meio semi-solido (farelo
de trigo), fazendo com que 0s microrganismos pudessem prontamente iniciar a degradacdo do
material celuldsico pelas celulases.

Avaliou-se o crescimento das colonias na superficie das placas de Petri
periodicamente durante 7 dias. As Figuras 1 e 2 mostram através do registro fotografico o
melhor desenvolvimento de ambos os fungos utilizados em pH acido, especialmente em pH 5
e 6. Inclusive, o crescimento do fungo filamentoso Rhizopus sp. CBMAI 1458 foi mais

notdrio que do Aspergillus sp. CBMAI 1198 nestas condig¢des (Figuras 1-2).

Rhizopus sp.; pH 5 Rhizopus sp.; pH 6
Figura 1. Coldnias do fungo Rhizopus sp. CBMAI 1458 em meio solido contendo celulose

(pH 5 € 6).
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Aspergillus sp.; pH 5 Aspergillus sp.; pH6

Figura 2. Coldnias do fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198 em meio sdlido contendo celulose
(pH 5 € 6).

Portanto, conclui-se que os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp.
CBMAI 1458 apresentaram um crescimento desejavel considerando um meio que continha
exclusivamente celulose, a Unica fonte de nutriente disponivel, além do &gar. Portanto, um
material recalcitrante de dificil assimilacdo de nutrientes, o que pode induzir o metabolismo

dos fungos a secretarem celulases para degradarem o biopolimero.

3.3 Quantificacdo de acucares redutores pelo método DNS liberados por celulases
flngicas

A producdo de agucares redutores produzidos por celulases dos fungos Aspergillus sp.
CBMAI 1198 e Rhizoupus sp. CBMAI 1458 foi realizada no periodo de crescimento fungico
em até 120 h. O método de determinacdo de acUcares redutores é utilizado para quantificar a
atividade celulases totais (FPase) presentes no meio de cultura. Para a quantificacdo da
atividade enzimaética foi necessario determinar a concentragdo de agucares redutores liberados
durante o processo de degradacdo do substrato polissacaridico. Nesse caso, 0 substrato
utilizado foi uma tira de papel de filtro Whatman n°® 1 (1 cm x 6 cm) (MILLER, 1959; SILVA
et al., 2003).

Inocularam-se os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizoupus sp. CBMAI 1458
em frascos Schott com capacidade de 250 mL em meio semi-sélido de farelo de trigo. A
extracdo do caldo enzimatico foi realizada a cada 24 h durante um periodo de até 120 h.

O método DNS é descrito na literatura como sendo confiavel, adequado e apresenta
sensibilidade de detecgdo de 1 a 20 pmol de glicose (MILLER, 1959), apresentando desvios
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minimos e um alto grau de linearidade como pode ser observado na curva analitica

experimental obtida da Figura 3.

1,2 -

0 1 2 3 4 5 6
C (mmol.dL1)
Figura 3. Curva analitica do padrdo de glicose frente a reacdo com o 4&cido 3,5-

dinitrosalicilico.

Através do gréafico da Figura 3 foi obtida a equacédo y = 0,2235x + 0,0084 e também o
Rz = 0,9989. Esta equacdo extraida através da curva analitica experimental foi utilizada para
quantificar por interpolacdo a quantidade de agUcares redutores totais liberados pela acdo das
celulases provenientes dos fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458

no papel de filtro.

3.4 Determinacdo da atividade enzimatica das celulases fungicas

A atividade da celulase cristalina (Fpase) é importante, pois avalia a acdo conjunta
(sinérgica) das enzimas celuloliticas, mostrando assim sua atuacdo em substratos com regides
amorfas e cristalinas.

Em geral, o papel de filtro utlizado em laboratério sdo produzidos a partir de polpa de
celulose refinada e/ou linteres de algoddo; possuem quantidade elevada de a-celulose (o-
celulose > 95%) sendo esta a por¢do insolUvel da celulose e teores de cinzas extremamente
baixos (em geral os valores sd0 menores de 0,1%) (GLOSSARIO, 2015; SARTORIUS, 2015;
SIGMA, 2015).

Utilizando a Equagdo 1 foi possivel determinar a atividade total de celulases

produzidas para os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e do Rhizoupus sp. CBMAI 1458 em
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funcgéo do tempo de cultivo dos microrganismos em meio de cultura semi-sélido de farelo de
trigo (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade enzimatica para celulases totais produzidas pelos fungos Aspergillus sp.
CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 cultivados em meio de cultura semi-sdlido de
farelo de trigo. Fabio

Tempo de inoculacdo (h) Atividade (U.mL™Y)

Aspergillus sp. Rhizopus sp.
CBMAI 1198 CBMAI 1458

24" - -

48 2,2 5,30

72 2,18 3,92

96 0,62 2,09

120 0,31 0,67

*Nas primeiras 24 h apos a inoculagédo o valor da atividade nao foi avaliado devido ao
pequeno crescimento do fungo

Com os dados apresentados na Tabela 1 foi possivel obter um grafico da atividade
enzimatica das celulases em funcdo do tempo para os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e
Rhizopus sp. CBMAI 1458 (Figura 4).

6 -
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Figura 4. Curva da atividade enzimatica celulolitica obtida para os fungos Aspergillus sp.
CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI 1458 em funcéo do tempo de cultivo.

O cultivo do fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198 em meio contendo farelo de trigo
como substrato ao longo de 120 h mostrou que o fungo produziu as enzimas, devido obter
resultados para a atividade de celulases totais ao longo dos diferentes tempos de cultivo.
Como pode ser observado através da Figura 4 os maiores valores da atividade enzimatica
ocorreram no intervalo de 48 a 72 h, logo apds a inoculacao do fungo. Apos o periodo de 72 h
ocorreu um acentuado decrescimo na atividade enzimética. Os maiores valores de atividade
enzimética foram entre 2,20 e 2,18 Ul.mL* em pH 6,0 durante as primeiras 72 h ap6s a
inoculagdo do fungo no meio semi-solido.

A atividade enzimatica determinada para o fungo Rhizopus sp. CBMAI 1458 foi
melhor no periodo de 48 h apds a inoculacdo, como pode ser observado na Figura 4,
apresentando o valor maximo de atividade de 5,30 UL.mL™ em pH 6,0 cujo valor foi superior
ao obtido para o fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198. Ap6s o periodo de 72 h houve um
acentuado decréscimo na atividade enzimatica do fungo Rhizopus sp. CBMAI 1458.

Para um melhor entendimento das atividades obtidas ao longo do tempo de cultivo
com os microrganismos utilizados neste estudo, avaliou-se as curvas de crescimento. Na
literatura a curva de crescimento geral para 0s microrganismos estd dividida em 4 fases
principais: fase Lag (ou laténcia), fase Log (ou exponencial), fase estacionaria e fase de
declinio (TORTORA et al., 2012).

Levando em consideracdo esse modelo de crescimento populacional microbiano com
as atividades enzimaticas pode-se inferir alguns aspectos comuns nas curvas de crescimento e
as atividades das celulases obtidas neste trabalho. A primeira fase (Lag) ndo foi observada no
caso do presente trabalho, pois os fungos ja haviam passado pelo processo de inducdo da
producdo das celulases em meio sélido contendo celulose como fonte de carbono, entdo ndo
foi necessario o periodo de adaptagdo ao substrato utilizado na FSS.

Na fase exponencial (Log) ocorreu uma rapida reprodugdo fungica e intensa atividade
enzimatica, comparando com as curvas da atividade enzimatica pode-se inferir que esse
periodo ocorreu por volta de 48 h apds a inoculagdo e incubacdo dos fungos. Durante o
periodo estacionario ocorreu diminuicao/estabilizacdo do sistema metabdlico, isso pode ser
observado entre 48 e 72 h apds a inoculacdo dos fungos, apesar de ndo ser tdo marcante para o
Rhizopus sp. CBMAI 1458, porém foi mais notavel para o Aspergillus sp. CBMAI 1498,

possivelmente essa diferenca foi devido a fisiologia dos fungos.
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A fase de declinio foi marcada possivelmente pela diminuicdo do numero de
individuos e decréscimo significativo da atividade enzimatica, em ambos 0s casos as curvas
de atividades enzimaticas sofreram acentuados declinios em seus valores apds 72 h de
incubacéo.

No contexto de crescimento polulacional e atividade enzimatica estdo 0os mecanismos
de atuacdo das enzimas e o processo de feedback. Apos determinado tempo de atuacéo da
enzima no substrato, ocorreu uma elevacdo da concentracdo de um determinado produto
formado, nesse caso os agUcares redutores. A concentracdo elevada de agucares pode levar a
inibicdo da atividade enzimatica, total ou parcial, até que o equilibrio produto/substrato seja
atingido. Alguns exemplos de enzimas do complexo celulolitico que sofrem inibicdo pelo
produto sdo a 1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase (CBH - EC 3.2.1.91), que hidrolisa terminais
ndo redutores e oligossacarideos em celobiose, a B-glicosideo gluco-hidrolase (BG - EC
3.2.1.21) que promove a hidrolise de oligossacarideos e celobiose em glicose (TORTORA et
al., 2012; CASTRO et al., 2010).

Observando-se as curvas da atividade das celulases é possivel que isso possa ter
ocorrido no presente estudo com os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp.
CBMAI 1458. Como foi observado apds 72 h houve um decréscimo acentuado na atividade
enzimatica do fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198, enquanto que ap6s 48 h comegou a
decrescer a atividade enzimatica do fungo Rhizopus sp. CBMAI 1458. Esse decréscimo
abrupto da atividade enzimatica pode ser que tenha ocorrido devido ao aumento da
concentracdo de agUcares provenientes da degradacdo da celulose; a elevacdo da concentracédo
de aclcares no meio faz com que as enzimas diminuam sua atividade (NELSON et al., 2006).

Na literatura encontram-se varios estudos realizados com outros fungos do género
Aspergillus, por exemplo, o fungo Aspergillus aculeatus URM 4953 apresentou atividade de
celulases totais de 0,45 e 0,27 UL.mL™* em pH 6,0 (SALES et al., 2010). Estudos envolvendo
a cinética enzimatica celulolitica frente ao fungo Aspergillus niger mostraram maior atividade
com 72 h de cultivo, utilizando bagaco de cana como substrato (RODRIGUEZ-ZUNIGA et
al., 2011).

Estudos na literatura foram realizados utilizando diferentes substratos indutores para a
producéo de celulases (farelo de arroz, palha de cana, bagago de cana, casca de coco, casca de
uva). Neste estudo verificou-se que cada microrganismo apresentou uma atividade para

celulases distinta dependendo da capacidade de adaptacdo a determinado substrato, sendo em
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geral o pH com maior atividade do complexo enzimético foi entre 5,0 e 6,0 (CASTRO et al.,
2010; SALES et al., 2010; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011).

O fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198 utilizado no presente estudo, se comparado com
os resultados de outros microrganismos apresentou uma atividade enzimatica elevada, sendo
uma possivel fonte de exploracéo de degradacdo de material lignocelul6sico para producédo de
enzimas. Na Tabela 2 estdo listados alguns microrganismos que ja foram estudados para a

producdo de celulases.

Tabela 2. Microrganismos produtores de celulases em diferentes tipos de substratos.

Microrganismos Atividade enzimética Substratos
FPase (Ul.mL?)

Rhizopus sp. (SANTOS et al., 2011) 8,7 Palma
Penicillium sp. CPF2 (SYED et al., 2013) 1,2 Bagaco de cana
Aspergillus niger 129 (SANTOS et al., 2011) 0,2 Residuo de Manga
Trichoderma harzianum 10C 3844 (ROCHA 1,22 Bagaco de cana
etal., 2013)
Trichoderma harzianum P49P11 (ROCHA et 1,21 Bagaco de cana
al., 2013)
Asperillus niger (SANTOS et al., 2013) 7,51 Farelo de cacau

Santos et al. (2011) em seus estudos da atividade enzimatica, utilizando uma linhagem
de fungo Rhizopus sp. tendo como substrato a palma forrageira, obteve-se valores variando-se
entre 2,0 a 8,7 UL.mL™ cujos resultados foram condizentes com os obtidos com Rhizopus sp.
CBMAI 1458 do presente trabalho (SANTOS et al., 2011). Encontram-se também outros
fungos estudados para a degradacdo do bagaco de cana e madeira como o Penicilium
brasilianum que apresentou valor de atividade de 0,59 UlLmL™, o qual foi inferior ao
encontrado com o Rhizopus sp. CBMAI 1458 (CASTRO et al., 2010; JORGENSEN et al.,
2006).

Como descrito anteriormente, os maiores valores de atividade do complexo enzimatico
foram obtidos entre 48 e 72 h para os fungos Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp.
CBMAI 1458 no meio de cultura semi-solido. Esse fato pode estar relacionado aos
mecanismos de controle e producdo enzimatica, também conhecida como feedback. Tais

mecanismos sdo utilizados para que uma enzima atue apenas quando necessario, mas para
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processos industriais isso pode ser um fator desfavoravel, pois em larga escala espera-se que a
enzima atue em sua capacidade méxima para que possa converter a maior parte do substrato
de interesse em produto (nesse caso celulose em agUcares redutores), diminuindo o custo da
producdo e o consumo de energia do processo (NELSON et al., 2006). Possivel solucdo para
o0 problema é utilizar um sistema que retire os produtos desejados industrialmente (nesse caso
glicose e outros agucares) para que o sistema ndo entre em equilibrio e esteja sempre
deslocado para a conversdo do substrato em produto pelas enzimas, bem como evite a inibigcdo
da atividade enzimatica.

Cabe ressaltar que os meios utilizados continham como fonte de carbono a celulose
pura (no meio so6lido) e no meio semi-solido farelo de trigo (indutor devido possuir celulose e
hemicelulose em sua composicdo) e proteinas, peptona, ureia e sulfato de aménio como fonte
de nitrogénio que sdo fatores juntamente com o pH muito importantes para o
desenvolvimento do fungo e consequentemente para a producdo de enzimas. A temperatura de
34°C favorece utilizagdo dos fungos para a obtencdo de enzimas celulases em escalas
industriais por ndo demandar um gasto energético alto para manter o processo metabdlico
ativo.

Os resultados apresentados neste trabalho foram interessantes e promissores, pois
ainda ha vérios estudos que podem ser realizados com o objetivo de maximizar a atividade
das celulases, tais como, temperatura e e tipos de substratos. Destaca-se que o Brasil é um
pais que detém a maior biiodiverisdade do planeta, porém os recursos biotecnoldgicos desta
rica biodiversidade ndo sdo explorados cientificamente e economicamente, como no caso

especifico das celulases o pais é importador deste coquetel de enzimas.

4. Concluséo

Utilizando géneros de diferentes fungos isolados de sementes de plantas em fase de
germinacao foi possivel através da fermentacdo semi-sélida avaliar a producdo de celulases
realizada em funcdo do tempo para Aspergillus sp. CBMAI 1198 e Rhizopus sp. CBMAI
1458.

O fungo Aspergillus sp. CBMAI 1198 apresentou atividade enzimatica para celulase
cristalina, tendo alcangado valor maximo no periodo entre 48-72 h de cultivo, temperatura de
34 °C e pH 6,0 obtendo valores de atividade entre 2,20 e 2,18 UL.mL™%. O fungo Rhizopus sp.
CBMAI 1458 revelou-se foi promissor para a producdo de celulases apresentando maior
atividade no periodo de 48 h de cultivo, na temperatura de 34 °C e pH 6,0 (5,30 Ul.mL™).
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Faz-se necessario o estudo das variaveis que afetam a producdo das enzimas por esses
fungos, tais como a temperatura e o tipo de substrato, mas os resultados obtidos j& se

mostraram promissores mesmo sem a otimizacédo de alguns parametros.
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