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RESUMO
B-glicosidases sdo enzimas com largo espectro de aplicagoes industriais. Associadas as celulases

tem grande importéncia na sacarificagdo enzimatica da celulose para posterior obtencdo do
etanol de segunda geracdo. Neste trabalho avaliou-se a producdo de B-glicosidases por trés
espécies de Aspergillus (A. niger, A. awamori € A. tamarii) cultivados em estado sdlido por 5 e 7
dias, sendo a atividade enzimatica expressa em U/g do substrato nas condigbes do ensaio
utilizando diferentes substratos isolados ou combinados. Os extratos brutos das culturas de A.
awamoril destacaram-se como tendo os maiores valores de atividade S -glicosidase. Os dados
obtidos neste trabalho indicam que o tjpo de substrato e/ou misturas dos mesmos, a espécie de
Aspergillus e o tempo de cultivo interferiram na producao da [-glicosidase.
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1. INTRODUGAO

As B-glicosidases (B-D-glucosideo-glucohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisam a hidrdlise de
dissacarideos e glicosideos conjugados a partir da extremidade ndo redutora. Podem ser tanto
intracelulares quanto extracelulares e sao encontradas em todos os dominios de organismos
vivos (Archaea, Eubactérias e Eucariontes)?. Esta enzima possui inlmeras aplicacdes nas
indUstrias de alimentos, farmacéutica e de bioenergia. Entre muitos potenciais de uso
destacamos a hidrdlise de compostos cianogénicos presentes em residuos agro-industriais e a
deglicosilacdo de flavondides. Dentre todas as aplicagdes das B-glicosidases, a que mais tem
recebido atencdao na atualidade é sua participacdo no processo de sacarificacdo da matéria
organica vegetal para producao de etanol de segunda geracdao, estando neste processo
associadas as endo e exo-celulases. Esta biomassa apresenta mais de 60% da sua composicao
constituida por lignocelulose®. A biomassa lignoceluldsica é composta de trés componentes
principais: lignina, hemicelulose e celulose®. Existem vérias enzimas que sdo necessarias para a
hidrélise da biomassa vegetal, tais como celulases, xilanases, pectinases, etc., dentre elas
destaca-se as celulases, pois esta biomassa é constituida por cerca de pelo menos 40% de
celulose®. Os principais produtores de celulases sdo espécies de Trichoderma, Penicillium e
Aspergillus®. Os complexos celuloliticos sdo formados por trés diferentes enzimas: exoglucanase,
endoglucanase e B-glicosidase, todas atuando sinergeticamente para a conclusdo da hidrélise da

celulose em aglcar (sacarificagdo). As celulases apresentam-se em proporcoes diferentes nos
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fungos. Trichoderma reesej, por exemplo, € um bom produtor de celulases mas ndo produz
quantidades significativas de B-glicosidase, que é necessaria para a hidrdlise completa da
celulose. A suplementacao de B-glicosidase nas celulases de 7. reesei tem o objetivo de evitar
qualquer inibicio causada pelo acimulo de celobiose ou aciimulo de glicose’. Considerando o
exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de algumas espécies de Aspergillus na
producao de B-glicosidases em cultivos em estado sodlido, utilizando diferentes substratos
isolados ou combinados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. PRODUGCAO DA ENZIMA:

A producao da enzima foi avaliada utilizando-se trés espécies de Aspergillus (A. niger, A.
awamori e A. tamarij). Os fungos foram mantidos em laboratdrio através de repiques periddicos
em agar-batata-dextrose. Para producdo da enzima, os fungos foram cultivados em estado
sdlido utilizando-se trés diferentes substratos: farelo de trigo, farelo de soja e coroa de abacaxi,
isolados ou combinados. A 5 g de substrato adicionou-se um volume de solugdo mineral de
Vogel® para obtencdo de umidade igual a 80%. Apds esterilizacdo dos meios, foram inoculados
aproximadamente 10°-10° esporos dos fungos e os cultivos mantidos em estufa a 28° C,
durante 5 e 7 dias. Para extracdao das enzimas, um volume de 20 ml de agua foi adicionado as
culturas e as misturas foram mantidas a 4° C por 1 h com agitacdo a cada 15 minutos. As
misturas foram filtradas e centrifugadas 10 min a 5.000 rpm e 4°C. Os sobrenadantes obtidos
foram considerados extratos enzimaticos brutos.

2.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADADE B-GLICOSIDASE:
A atividade da B-glicosidase foi avaliada utilizando-se o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo em tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 e 40° C. Uma unidade (U) de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol por min.
A atividade enzimatica foi expressa em U/g do substrato nas condicdes do ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos se desenvolveram em todos os substratos testados. Na Tabela 1 foi apresentado a
atividade enzimatica para os substratos isolados e algumas combinacoes de dois substratos. Os
extratos brutos das culturas de A. awamorii destacaram-se como tendo os maiores valores de
atividade beta-glucosidase. Os trés extratos com maiores atividades foram obtidos nos cultivos
de 7 dias com farelo de trigo (14,43 U/g substrato) e nos cultivos de 7 e 5 dias com misturas de
farelo de soja e coroa de abacaxi, 13,37 U/g de substrato e 10,37 U/g substrato,
respectivamente. Se avaliarmos a produtividade das culturas, entretanto, que leva em
consideracao também o tempo de cultivo, os melhores resultados foram obtidos nos cultivos de
5 dias com a mistura de farelo de soja e coroa de abacaxi (2,07 U/g substrato . dia™).Os
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extratos brutos de A. niger e A. tamarii tiveram valores semelhantes de atividade beta-
glucosidase.

Ng e colaboradores® analisaram a atividade de B-glicosidase de 42 fungos regionais, e os seis
melhores produtores dessa enzima apresentaram atividade no intervalo de 2,0 U/ml — 2,5 U/ml,
enquanto Leite e colaboradores'® registraram, em residuos industriais, a atividade méxima dessa
enzima de 1,3 U/ml por Aureobasidium pullulans e 7,0 U/ml por Thermoascus aurantiacus. No
presente trabalho, a maior atividade encontrada foi por A. awamori 3,6 U/ml (farelo de trigo) e
3,34 U/ml (misturas de farelo de soja e coroa de abacaxi), mostrando que as atividades
encontradas sdo relevantes, tornando o presente trabalho viavel para estudos posteriores.

Tabela 1. Atividade de B-glicosidase (U/g de substrato) nos cultivos em estado solido de
Aspergillus spp. com trés tipos de substratos isolados ou combinados e tempos de cultivo de 5
e 7 dias.

Substrato e tempo de cultivo A. niger A. awamori A. tamarii
FT - 5 dias 2,54 £0,07 6,53 £0,03 5,08 £0,13
FT - 7 dias 7,62 £0,10 14,43 £0,01 6,48 +0,05
FS - 5 dias 2,41 £0,06 9,49 0,02 0,64 £0,02
FS - 7 dias 4,07 +£0,03 9,37 +0,22 1,27 +£0,01
CA - 5 dias 3,98 +£0,06 6,28 +0,26 2,97 £0,01
CA - 7 dias 3,93 +0,08 7,18 £0,01 3,26 +0,00
FT 80% + CA 20% - 5 dias 2,67 £0,11 9,59 +£0,23 3,38 £0,22
FT 80% + CA 20% - 7 dias 3,15 £0,17 7,53 £0,48 3,38 £0,22
FT 80% + FS 20% - 5 dias 2,70 £0,11 6,87 £0,23 NR
FT 80% + FS 20% - 7 dias 2,29 £0,20 8,74 +£0,32 NR
FS 80% + CA 20% - 5 dias NR 10,34 +£0,37 NR
FS 80% + CA 20% - 7 dias NR 13,37 £0,21 NR
FS 80% + FT 20% - 5 dias NR 7,73 £0,36 NR
FS 80% + FT 20% - 7 dias NR 8,06 +0,16 NR

FT=farelo de trigo; FS=farelo de soja; CA=coroa de abacaxi; NR=nao realizado

4. CONCLUSOES

Os dados obtidos revelam que das trés espécies de Aspergillus, A. awamori apresentou maior
potencial produtor de beta-glucosidase. Novos estudos estao sendo realizados para avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas das enzimas.
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