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RESUMO

As celulases atualmente sdo enzimas extensivamente estudadas para a hidrolise de residuos
lignocelulosicos para obtencdo de acgucares fermentescivels utilizaveis em diferentes processos
biotecnologicos, como a producdo de bioetanol. O objetivo deste trabalho foi encontrar fungos
celuloliticos que sejam eficientes nos processos de degradacdo da biomassa lignocelulosica. No
presente trabalho foram selecionados 4 fungos celuloliticos previamente isolados pelo
Laboratorio de Biotecnologia Industrial (UNESP — Assis). Estes fungos foram cultivados em
bagaco de cana-de-agucar como substrato e para seus extratos enzimaticos foram testados suas
atividades para celulases (FPase) e endoglucanases (CMCase). Os fungos FS09 (0,054 FPU/mL e
1,79 FPU/g de substrato, 0,874 U/mL e 29,1 U/g de substrato) e M51 (0,049 FPU/mL e 1,62
FPU/g de substrato, 1,094 U/mL e 36,46 U/g de substrato), mostrando valores superiores ao
fungo T.reesei CCT 2768 que € referéncia em estudos e produgdo de celulases.

Palavras-chave: Celulases, aclcares fermentesciveis, bagaco de cana-de-acucar, 7.reese/ CCT
2768.

INTRODUCAO
A necessidade de suprimento de energia para a manutencdo de toda a estrutura e dinamica
operacional da sociedade representa um ponto crucial nas mais diversas areas, como no proprio
bem-estar individual até nos bioprocessos industriais e de prestacdes de servicos. O aumento
no uso de energias nao renovaveis, como o petréleo, acarretou, ao longo dos anos,
transformacoes tanto econdmicas, como sociais e ambientais. Desta forma, a sua escassez pelo
uso prolongado, acarreta um aumento do valor destas fontes ndo renovaveis de energia.
Estimativas pessimistas afirmam que em torno de 40 anos, estes combustiveis, ir§o se esgotar?.
Com isso, e somado ao risco de colapso ambiental, torna-se necessaria a busca de fontes
alternativas e renovaveis de energia, as chamadas energias limpas, como o bioetanol e
bioetanol de segunda geracdo®. Os residuos lignoceluldsicos atualmente estdo sendo visados
para a utilizacdo em processos biotecnoldgicos devido a aspectos econdmicos, ambientais e a
farta disponibilidade®. Uma das aplicacdes destes residuos é a producdo de enzimas celuloliticas
para uma futura obtencdo de aclcares fermentesciveis, os quais podem ser utilizados para
geracdo do bioetanol de segunda geracdo, e assim servir como fonte de energia renovavel®.
Tendo como consequéncia a reducao da poluicdo. Na natureza existem diversos fungos que
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podem hidrolisar essa biomassa lignoceluldsica, como o Trichoderma reesei', contudo inimeros
outros micro-organismos que possuem essa capacidade podem ser isolados, e estes produzirem
enzimas do complexo celulolitico.
No atual contexto mundial mostra-se uma necessidade da aquisicdo de recursos praticos e
vidveis economicamente para a obtencdo de fontes de energias renovaveis, e para o
reaproveitamento dos residuos lignoceluldsicos. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
foi de selecionar fungos celuloliticos promissores, e destes realizar cultivos de forma econémica
visando obter extrato enzimatico com atividade celulolitica, igual ou superior ao obtido pelo
fungo T.reesei CCT2768. i

MATERIAL E METODOS
As 5 linhagens fungicas que foram utilizadas estdo depositadas na colecdo de culturas da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis — UNESP, em que 4 delas foram codificadas como: M51,
MG10, FS09, FS11A e o Trichoderma reesei CCT 2768 como referéncia na producdo de enzimas
celuloliticas. Foi utilizado tampao Acetato (0,2 mol/L - pH 5,6) e como substrato para dosagem
da atividade hidrolitica, papel de filtro Whatman n°1 para a técnica de FPase, e
Carboximetilcelulose (Sigma) para a técnica de CMCase, e como substrato para o cultivo dos
micro-organismos bagaco de cana /n natura.
Os micro-organismos foram cultivados em tubos contendo 5mL de meio PDA 39g/L (potato,
dextrose e agar) inclinado (slants). Apds cinco dias os micro-organismos foram repicados para
placas de Petri contendo aproximadamente 30mL de meio: 3% (p/v) de bagaco de cana, 0,4%
de sulfato de amonia, 0,1% de fosfato de potassio e 0,5% de extrato de levedura, com adicdo
de Agar na concentracao de 20g/L. Estas placas foram mantidas por sete dias em temperatura
ambiente a fim de se obter um crescimento fungico desejavel, sendo em seguida transferidos
para Erlenmeyers de 250mL para fermentacao e obtencdo do extrato celulolitico, no qual
continha 80mL do meio descrito anteriormente, sem a adicao do Agar. Os 4 micro-organismos
isolados, mais o Trichoderma reese/ CCT2768, foram fermentados por 5 dias, em pHs
diferentes: 3,5; 4,5 e 5,5, temperaturas diferentes: 28, 30 e 35°C, a 180rpm. No final dos
cultivos e filtracdo do extrato fungico, foram medidas as atividades celuloliticas pelas técnicas de
FPase® e CMCase® (Ghose, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO
As atividades enzimaticas volumétricas para a técnica de FPase (FPU/mL) e para técnica de
CMCase (UI/mL) dos extratos celuloliticos obtidos apds a fermentacdo desses micro-organismos,
e em todas as condigOes testadas, estdo representadas abaixo, nas figuras 1 e 2.

Figura 1: As atividades enzimaticas para a técnica de FPase (FPU/mL) dos 4 micro-organismos
previamente selecionado mais o 7.reesei CCT 2768.
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Figura 2: As atividades enzimaticas para a técnica de CMCase (UI/mL) dos 4 micro-organismos
previamente selecionado mais o 7.reese/ CCT 2768.
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Como se pode observar o fungo que apresentou maior atividade enzimatica para a técnica de
FPase (figura 1) foi o FS09 com 0,054+0,01 FPU/mL em 30°C e pH 3,5, seguido pelo M51 com
0,049+0,004 FPU/mL em 35°C e pH 3,5, porém sem diferenca estatisticas (ANOVA F=15,83 e
Tukey p>0,05). Ambos foram muito superiores aos maiores valores do MG10A (0,022+0,003
FPU/mL em 35°C e pH 5,5) e T.reese/ CCT 2768 (0,021+0,001 FPU/mL em 35°C e pH 5,5)
(ANOVA F=15,83 e Tukey p<0,05). Ao analisar as endoglucanases, pela técnica de CMCase
(figura 2), observa-se que os melhores resultados foram para o fungo M51 com 1,094+0,01
U/mL na temperatura de 35°C e pH 5,5, seguido do FS09 com 0,874+0,06 U/mL na
temperatura de 30°C e pH 3,5, contudo desta vez, apesar de pequena a diferencga entre eles, foi
significante para p< 0,01 (ANOVA F=342,51). E, ambos os fungos apresentaram um valor muito
superior ao maior valor de T.reese/ CCT 2768 (0,228+0,02 U/mL em 28°C e pH 5,5) (ANOVA
F=342,51 e Tukey p<0,001). As atividades enzimaticas por grama de substrato em peso seco,
para ambas as técnicas, FPase (FPU/g de substrato) e CMCase (U/g de substrato), estdao
apresentadas na Tabela 1. Esta forma de analisar a atividade celulolitica apresentada para os
extratos fungico desses micro-organismos, resulta em um rendimento mais real do processo de
producdo enzimatica, ja que é dado o potencial de produgdo destas enzimas por grama de
substrato ofertado durante a fermentacao, assim temos um valor mais verdadeiro dos possiveis
custos para a produgao deste complexo enzimatico.

Tabela 1: Atividade Enzimatica por grama de substrato (FPU/g substrato e U/g substrato) dos
micro-organismos selecionados mais o T.reesei CCT 2768 — FermentagOes a 28, 30 e 35°C, nos
pH 3,5; 4,5 e 5,5.

FPase (FPU/g de substrato) e CMCase (UI/g de substrato)

283
BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 281-284, 2013



(_':‘);m( ) Anais do lll Simpésio de Bioquimica e Biotecnologia
Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

ondrina 2013

IISIMBBTEC

28°C 30°c 35°C
pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5 pH 3,5 pH45 pH 5,5 pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5

Micror | FPY9 Ul FPUGg Ulg FPUjg U | FPUlg Ulg FPUg Ul FPUGg Ul | FPUlg Ul FPUg Ul FPUg  Ug
subst subst subst subst subst subst| subst subst subst subst subst subst| subst subst subst subst subst subst

M51 049 7,56 038 58 061 643 08 2737 085 1270 0,73 17,28 1,62 3647 0,70 19,27 0,87 22,62
MG10 032 466 040 471 038 535|000 577 000 525 000 566|072 8,06 05 68 072 7,77
FS09 0,00 800 009 633 040 697|179 2913 0,71 17,16 049 648 | 0,54 6,19 0,38 660 0,76 824
FS11A 000 58 041 623 0,15 515|000 883 000 58 033 601|047 648 038 636 000 648
T.reesei| 000 559 068 574 042 761|051 707 000 607 05 572|060 718 0,36 754 069 566

As atividades celuloliticas por grama de substrato medida pela técnica de FPase foram mais
elevadas nos extratos produzidos pelos fungos FS09 (1,79+0,042 FPU/g de substrato) e M51
(1,62+0,14 FPU/g de substrato), sendo muito superior a apresentada pelo 7. reese/ CCT 2768
(0,069+0,04 FPU/g de substrato) (ANOVA F=15,19 e Tukey p<0,05). No caso da CMCase, o
fungo M51 obteve 36,46+0,37 U/g de substrato, mostrando-se neste caso superior ao o FS09
com 29,13+2,12 U/g de substrato, (ANOVA F=373,35 e Tukey p<0,01). De uma forma geral,
os resultados obtidos neste trabalho revelaram-se promissores, dado que os parédmetros
operacionais relevantes no processo de incubacao como temperatura, aeracao, formulagao do
meio, tempo de fermentacdo e até um possivel pré-tratamento do substrato poderao ainda
serem otimizados.

CONCLUSOES
A partir do cultivo em meio de cultura a base de bagaco de cana foi possivel selecionar
linhagens de fungos filamentosos com maior atividade celulolitica do que o 7richoderma reesei
CCT 2768. O destaque foi para os fungos ainda nao identificados denominados FS09 e M51. As
condigbes de pH e temperatura de cultivo influenciaram significativamente na producao
enzimatica com destaque parao pH 3,5 e temperaturas de 30 e 35°C.
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