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PRODUCAO DE CELU LASES POR Thermomucor indicae-seudaticae POR CULTIVO
EM ESTADO SOLIDO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Eduardo da Silva Martins *

Reaproveitamento, Reutilizacdo e Tratamento de Residuos (s6lidos e liquidos)

Resumo

As celulases formam um grupo de enzimas com diversas aplicaces, como na industria de detergentes, téxtil, de
processamento de papel, de racdo animal, de suco de frutas, alimentos e bebidas e biocombustiveis. O presente
estudo objetivou avaliar a producdo de celulases (endoglucanase e B-glicosidase) pelo fungo termofilico
Thermomucor indicae-seudaticae, por cultivo em estado sélido de diferentes residuos agroindustriais. Foram
utilizados como substratos para a producdo da enzima palha de cana-de-agucar, palha de milho, farelo de trigo e
uma mistura dos trés substratos (1:1:1 p/p). O cultivo ocorreu por 10 dias, a 45 °C, com amostras retiradas a cada
48 horas. A maior producdo de endoglucanase e B-glicosidase ocorreu no farelo de trigo, apds 8 e 10 dias de
cultivo, respectivamente. O estudo mostrou que o farelo de trigo como substrato proporcionou alta producéo da
enzima p-glicosidase.
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INTRODUQAO

Para a producdo de enzimas com aplicagdo industrial, o cultivo em estado solido (CES) é
um processo que possibilita 0 uso de residuos agroindustriais como substratos para o crescimento
microbiano, o que agrega valor a estes materiais (ASGHER et al., 2016). A aplicacéo destes residuos
em bioprocessos tornou-se importante sob o ponto de vista ambiental, reduzindo problemas
relacionados ao seu manejo inadequado e consequentes danos ambientais. Além disso, 0 baixo custo
e a grande disponibilidade desses materiais fazem dos mesmos excelentes substratos alternativos
para obtencdo de produtos utilizados em processos industriais, como as enzimas (PANDEY et al.,
2000).

As celulases representam um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente

na transformacdo da molécula em mon6émeros e dimeros de glicose, sendo, de maneira geral,
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subdivididas em trés classes: endo-1,4-B-D-glucanases ou endoglucanases (que quebram as ligacGes
glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais); exo-1,4-B-D-glucanases ou celobio-
hidrolases (responsaveis pela acdo nos terminais levando a celobiose); e 1,4-B-D-glicosidades (que
hidrolisam a celobiose a glicose) (YOON et al., 2014).

Uma das mais importantes aplicacdes das enzimas do complexo celulolitico é a hidrélise
de biomassas. As matérias-primas de origem lignocelulésica, que contém de 20 a 60% de celulose,
podem ser totalmente convertidas em glicose, por acdo enziméatica. Em etapas seguintes, esse
monossacarideo pode ser utilizado como bloco de construgdo para a obtencdo de uma imensa gama
de produtos, que abrange desde biocombustiveis até polimeros (CASTRO et al., 2010).

Diante do exposto, objetiva-se com este trabalho avaliar a producéo de celulases pelo fungo
termofilico Thermomucor indicae-seudaticae com o aproveitamento de diferentes residuos

agroindustriais.

M ETODOLOGIA

Microrganismo

Foi utilizada uma linhagem do fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae,
isolado de palha de cana-de-acucar proveniente de uma usina sucroalcooleira de Frutal/MG.
A cultura pura foi mantida em tubos de ensaio contendo meio Agar Sabouraud, no

Laboratdrio de Microbiologia da Universidade do Estado de Minas Gerais, unidade Frutal.

Pré-indculo e cultivo em estado sélido (CES)

Para cada cultivo por CES, um pré-indculo foi feito em frasco Erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL de meio nutriente solido inclinado (Agar Malte 2%). O fungo foi
inoculado na superficie deste meio, por estrias, e incubado a 45 °C até completo
crescimento (micelial ou esporulagédo). Apods este periodo, o microrganismo foi suspendido,
com auxilio de alga de inoculagdo, em 150 mL de solucdo nutriente esterilizada composta
por (NH4)2SOs, MgS04.7H20 e NHsNOs3 (todos a 0,1%). 20 mL desta suspensdo (com
cerca de 0,7mg de micélio seco/mL) foram utilizados como indculo para cada recipiente de

cultivo contendo 5,0 g de substrato.

Realizacao Apoio Institucional
CNEg 86

\ l(;'Sl(j ] ==- INSTITUTO FEDERAL =E: INSTITUTO FEDERAL UnmCor7)) “h"CIEHCIaS g %

BB sul de Minas Gerais uina Sudes l deM nas Gerais 2 Y]
BB Campus Muzambinho IPSULOEMINAS - Musmmb ~ HE Campt ntos Dumont t4 no coragio da gente "tals UEMG !_-!ﬂ!!§]}_

o



A\ S () 18° Congresso Nacional de . e
(& /« MEIO AMBIENTE Justica climatica
e o no Antropoceno
21, 22 e 23 DE SETEMBRO ISSN on-line N° 2317-9686-V.13 N.1 2021

100% On-line

O fungo foi cultivado a 45 °C em embalagens de polipropileno (12 x 20 cm)
contendo 5,09 dos seguintes substratos: palha de cana-de-agucar (PC), farelo de trigo (FT),
palha de milho (PM), e em uma mistura de destes trés materiais (1:1:1 p/p), denominada
como MIX. Em cada substrato, foi adicionado a massa micelial junto a solucdo nutriente
(proporcionando uma umidade inicial de cerca de 70%) sendo o pH ajustado para 5,0.

As amostras foram retiradas em intervalos de 48 horas, durante 10 dias. A cada
amostra retirada, foram adicionados 80 mL de agua destilada, sendo a mistura
homogeneizada manualmente e mantida sob agitacdo em shaker (100 rpm), por 20 minutos.
Ap0s este periodo, o material foi filtrado em disco de tecido nylon, centrifugado a 10000 g
por 10 min. e o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica.

Determinacéo das atividades enzimaticas

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada em mistura de reacéo
contendo 0,1 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de solugdo de substrato
carboximetilcelulose (Sigma) (40,0 g/L), em tampéo acetato 0,10 M, pH 5,0. A reacéo foi
mantida a 60°C por 10 minutos e entdo, interrompida pela adi¢do de 1,0 mL do reagente
DNS (&cido 3,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimética
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pumol de agucar redutor
por minuto, sob as condigdes de ensaio citadas.

Para a determinacédo da atividade de B-glicosidase, 0,05 mL do extrato enzimatico
foram adicionados a mistura de 0,25 mL de solucdo tampdo acetato (0,1 M, pH 5,0) e 0,25
mL de 4-nitrofenol-p-D-glicopiranosideo (4 mM) - Sigma. A reacdo foi mantida a 60°C,
por 10 minutos, e entdo interrompida com a adi¢éo de 2,0 mL de solucéo de Na>COs (2M).
O nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0
umol de nitrofenol por minuto de reacdo utilizando reta padrdo obtida com solucdo de

nitrofenol em variadas concentraces.
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R ESULTADOS E D ISCUSSAO

O substrato que proporcionou maior producao das enzimas foi o farelo de trigo, com
as maiores atividades de endoglucanase e B-glicosidase ocorrendo apos 8 e 10 dias de
cultivo, respectivamente. Os substratos formados apenas por palha de cana-de-agucar ou de
milho proporcionaram menores valores de atividade enzimatica, o que reforca a
importancia do farelo de trigo como bom indutor para a produgéo das duas enzimas pelo
fungo (Tabela 01). Este fato € mais evidente quando se compara os valores de atividade de

B-glicosidase, muito superiores no farelo de trigo em relacdo aos demais substratos.

Tabela 01: Producdo de celulases pelo fungo Thermomucor indicae-seudaticae, em
diferentes substratos*.

Atividade enzimaética (U/g)

Tempo de Endoglucanase B-glicosidase

cultivo (dias)
FT PC PM MIX FT PC PM | MIX

2 0 0 0 0 120 0 0 17
4 03 0 01 02 360 02 10 16
6 08 0 06 06 500 03 20 19
8 12 0 08 10 580 05 | 16 | 35
10

0 0 1,0 0,8 70,0 0,5 1,7 3,7

* FT: farelo de trigo; PC: palha de cana-de-agtcar; PM: palha de milho; MIX: mistura dos
trés substratos (1:1:1).

O farelo de trigo é um dos substratos mais utilizados em estudos de cultivo em
estado solido para producao de enzimas microbianas. Tal fato se justifica por este material

rico em proteinas, carboidratos e minerais, que promovem um adequado suprimento de
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macro e micronutrientes para o crescimento microbiano (SINGHANIA et al., 2011).

CONCLUSC)ES

A utilizacdo de residuos agroindustriais mostrou-se viavel para a producdo de
celulases pelo fungo Thermomucor indicae-seudaticae, principalmente o farelo de trigo
como substrato para a producéo da enzima p-glicosidase.
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