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1. RESUMO

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo enzimatico capaz de atuar
sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise, dentro desse complexo enzimatico
encontram-se as B-glicosidases hidrolisam a ligagdo B-glicosidica de oligossacarideos e outros
conjugados glicosidicos liberando glicose. A producdo destas enzimas para a aplicacdo em
grande escala muitas vezes possui elevados custos, uma alternativa para baratear a producao
dessas enzimas celulolitica ¢ a utilizacdo de residuos agroindustriais. O objetivo deste
trabalho foi otimizar a producdo da enzima B-glicosidase pelo fungo Byssochlamys spectabilis
por meio do cultivo em estado solido (CES). O processo fermentativo para determinar a
producdo inicial de B-glicosidase pelo fungo termofilico B. spectabilis ocorreu a 45°C
variando diferentes tipos de substratos (casca de arroz, bagaco de cana, farelo de soja, farelo
de trigo, sabugo de milho e palha de milho), umidade de (50 a 80%) e o tempo de cultivo (24
a 144h). O microrganismo apresentou melhores resultados no CES em farelo de trigo com
65% de umidade em 96h de cultivo, produzindo em torno de 51 U/g. Para a otimizacdo do
cultivo envolvendo o farelo trigo foram analisadas a umidade inicial do meio (50, 55, 60, 65,
70, 75 e 80%) e o tempo de cultivo (24, 48, 72, 96, 120 e 144h), visando determinar as
condicBes 6timas de cultivo para producdo de B-glicosidases pelo B. spectabilis. A maior
atividade foi observada no fungo cultivado em farelo de trigo contendo 55% de umidade
inicial por 96 horas, com uma producdo de 77 U/g. Dessa forma constatou-se que houve uma
maior producdo de B-glicosidase passando de 51 U/g para 77 U/g apos a otimizagdo do
processo de CES, ou seja, totalizando um aumento de cerca de 51% a mais de enzima
produzida por grama do substrato pelo fungo B. spectabilis.

Palavras-chave: Cultivo em estado s6lido; Produgdo; B-glicosidase.



2. INTRODUCAO

O conhecimento da biodiversidade e a bioprospeccdo de novos microrganismos
tornaram-se uns dos principais focos da era biotecnoldgica, visto que estes microrganismos
podem ser utilizados na busca de solu¢Ges nas mais diversas areas como, por exemplo, a de
alimentos, saude, meio ambiente e indUstria, desse modo a utilizacdo de enzimas oriundas de
microrganismos vém crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial (OLIVEIRA et
al. 2006).

A biomassa vegetal é composta de lignina, hemicelulose e celulose, figura 1, segundo
Sanches (2009) a lignina na biomassa vegetal encontra-se ligada a hemicelulose e celulose
formando assim uma barreira na parede celular vegetal de dificil penetracdo o que acaba
dificultando o atague de microrganismos e a acdo de agentes quimicos, desse modo a lignina

confere além de resisténcia, impermeabilidade e suporte estrutural a planta.

Figura 1. Estrutura da matéria lignocelul6sica.

Lignina (roxo)

Celulose (azul)

Hemicelulose (verde)

Fonte: Adaptada de Balat (2011)

As hemiceluloses sdo polissacarideos e possuem a fungdo de unir quimicamente a
celulose e a lignina, podem ser classificadas de acordo com 0s principais agucares presentes,
por exemplo, glicanas, xilanas, mananas, galactanas e galacturanas e ao contrario da molécula
de celulose as hemiceluloses ndo possuem regides cristalinas sendo mais facilmente
hidrolisadas (THOMPSON, 1983: BASTAWDE, 1992: BON; FERRARA; CORVO, 2008).



As enzimas presentes nos mais diversos microrganismos principalmente em fungos e
bactérias atuam na degradacdo da matéria orgdnica, dando destaque para os fungos
filamentosos, pois estes sdo considerados mais propicios para producdo enzimatica, uma vez
que possuem uma elevada capacidade de secretar enzimas e também devido a sua estrutura, o
que lhes conferem uma melhor capacidade de hidrolise (SUN; CHENG, 2002; ARANTES;
MILAGRES, 2009; ROSA, 2014).

As Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais
celuldsicos, causando hidrélise dos mesmos. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia, ou seja, as diferentes celulases agem ao mesmo tempo,
porém cada uma com sua funcdo, mas com o mesmo objetivo que é a liberacdo de agUcares,
dos quais a glicose que é resultante da hidrolise total da celulose é o acucar redutor que
desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversao em etanol
(LYND; WEIMER; VAN ZYL, 2002; TOLAN, 2002).

As celulases tém sido utilizadas para melhorar a palatibilidade e textura de alimentos
(BIGELIS, 1993), na industria téxtil para aumentar o brilho do tecido, desbotar o tecido,
deixar a superficie do tecido mais lisa (ANDREAUS E CAVACO-PAULO, 2008), na
reciclagem de papel, removendo particulas de tintas aderidas a fibra, como agentes
enzimaticos para serem utilizadas com aditivos na alimentacdo animal, como aditivos na
indUstria de detergentes, entre outros (BHAT, 2000).

Os fungos filamentosos principalmente os dos géneros Aspergilus, Trichoderma,
Humicola, Penicillium, Fusarium e Phanerochaete, de acordo com Singhania et al. (2010)
industrialmente falando séo os mais utilizados na producao de celulases.

Segundo Lehninger (1985) nas regifes amorfas da molécula de celulose as ligacGes
de hidrogénio ocorrem em menor grau, desse modo estas regiGes estdo relacionadas com a
hidrolize da molécula de celulose seja por substancias quimicas ou por via enzimatica, pois
devido ao fato dessas regides estarem menos ordenadas acabam por permitir a entrada de
enzimas celuloliticas. Por outro lado as regifes cristalinas sdo menos acessiveis a agentes
guimicos e enzimaticos, pois estdo organizadas na forma de microfibrilas, desse modo
coferem resisténcia a molécula da celulose, ou seja, acabam dificultando a hidrdlise. Fan, Lee
e Beardmore (1980), estimam que 50 a 90% da molécula de celulose seja constituida de

regides cristalinas, figura 2-A.



Figura 2. Estrutura de uma fibrila da celulose e hidrolise da celulose
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Legenda: A- Estrutura de uma fibrila da celulose mostrando a estruturas cristalinas e amorfas e B- Esquema da
hidrélise completa da celulose.
Fonte: Adaptada de Phitsuwan et al. (2013).



As endoglucanases agem hidrolisando, ou seja, quebrando as ligacfes glicosidicas na
parte interna da regido amorfa da fibra de celulose. Segundo Castro (2010) posteriormente a
hidrolise pela endoglucanase ocorre a liberacdo de oligossacarideos, desta maneira novos
terminais sdo gerados, sendo um terminal redutor e outro ndo redutor. Como essas enzimas
agem no produto da hidrélise da outra, as exoglucanases agem nas extremidades da fibra de
celulose, ou seja, nos terminais redutores e ndo redutores e dessa forma liberam a celobiose
que é formada por dimeros de glicose além de liberar glicose livre, figura 2-B. Por fim as -
glicosidases irdo quebrar as ligacdes quimicas existentes entre os dimeros glicose e dessa
forma liberar glicose livre.

As B-glicosidases geralmente séo classificadas de duas formas, a primeira tem haver
com a especificidade que ela apresenta em relacdo ao substrato, a segunda é baseada na
similaridade entre sua sequéncia de aminoacidos e conformacdo, que acaba por ser a mais
aceita, pois pode refletir as caracteristicas estruturais, relacbes evolucionérias e 0s
mecanismos cataliticos (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002).

As pB-glicosidases tém papel fundamental na industria de alimentos devido a
capacidade que essas enzimas possuem de realcar o sabor de bebidas e alimentos, liberar
vitaminas e antioxidantes capazes de melhorar a qualidade nutricional de alguns alimentos
(FLORINDO, 2015), também sdo usadas na extracdo da vanilina a partir da glicovanilina em
vagens de baunilha, substituindo processos microbioldgicos tradicionais (RANADIVE, 1992:
RUIZ-TERAN; PEREZ-AMADOR; LOPEZ-MUNGUIA, 2001), nas plantas essa enzima
atua no mecanismo de defesa (XU et al., 2004), nos insetos as B-glicosidases possuem
fungdes digestivas (ZALGROBELNY; BAK; M@LLER, 2008). Portanto, conclui-se que as
B-glicosidases possuem inimeras aplicacoes e fungdes.

O CES tem sido uma alternativa para baratear a producdo de enzimas microbianas
entre elas as celulases, hemicelulases, ligninases, entre outras, pois é um bioprocesso que tem
sido utilizado em diferentes residuos provenientes da agroinddstria que podem apresentar
problemas de disposic¢éo final e elevado potencial poluente. Exemplos de residuos séo a palha
de arroz (KHAN et al., 2007), farelo de arroz (LATIFIAN; HAMIDI- ESFAHANI,
BARZEGAR, 2007), farelo de trigp (CAMASSOLA; DILLON, 2007), bagaco de
cana-de-acucar (MASSADEH et al.,, 2001; MUTHUVELAYUDHAM e VIRUTHAGIRI,
2006), deste modo segundo Soccol e Vandenberghe, (2003) o CES tem sido apontado como
uma importante alternativa para minimizar os impactos ambientais referentes ao descarte

inadequado destes residuos agroindustriais.



Singhania et al. (2009) define o CES como sendo o processo fermentativo que ocorre
proximo ou na auséncia total de &gua livre entre as particulas de um substrato sélido. Nesse
tipo de cultivo o substrato é utilizado como fonte de carbono e energia ou apenas como um
suporte inerte, de modo que quando usado sob esta condicdo o substrato deve ser enriquecido
com outras fontes de carbono e nutrientes. Toda via o substrato deve conter umidade
necessaria para sustentar o desenvolvimento do microrganismo, sendo que as moléculas de
agua podem estar nas formas adsorvidas ou ligadas com o substrato solido.

Residuos agroindustriais representam uma fonte alternativa para o cultivo em estado
solido de microrganismos, pois visa a reducdo dos custos dos processos industriais e
aplicabilidade desses residuos para que os mesmos ndo fiquem sem um destino correto, dessa
forma amenizando impactos ambientais.

Os residuos agroindustriais e do beneficiamento de produtos vegetais podem ser
utilizados para as mais diversas finalidades, todas com o intuito de dar um destino correto a
esses residuos e dessa forma diminuindo os impactos ambientais causados. Os residuos
origindrios da agroinddstria podem ser empregados na alimentacdo de ruminantes
(CARVALHO, 1992), o rejeito da polpa de eucalipto aliado com outros residuos e outras
fibras sdo utilizados na fabricacdo de telhas para cobertura de construcGes de baixo custo
(JUNIOR, 2003), utilizacdo de antioxidantes naturais na industria de alimentos, provenientes
do bagaco da uva residuo de vinicolas e do bagaco da goiaba proveniente da industria de
sucos como uma alternativa de substituir os de origem sintética (MELO et al, 2011).

O arroz é um dos principais alimentos presentes na mesa dos brasileiros. Para que o
arroz chegue aos pontos de venda logicamente este precisa ser colhido e posteriormente pré-
limpo, seco, armazenado e beneficiado, porém desde o processo de colheita até o processo de
beneficiamento do gréo de arroz ha a geracdo de uma série de residuos ou subprodutos. Para
Amato (2002), os principais residuos desse processo sdo: a casca do arroz, o farelo e os grédos
quebrados (quirera). Dando destaque para casca desse grdo, pois quando eliminada na
natureza pode causar desequilibrios ambientais, devido sua absorcéo natural ser muito lenta,
(MAYER; HOFFMANN; RUPPENTHAL, 2006), porém podendo ser aplicada para o CES de
microrganismos.

O bagaco de cana é residuo mais abundantemente produzido, considerado como uma
extraordinaria fonte de material lignocelulosico, desse modo acaba sendo uma alternativa
significante para o aumento da producéo de etanol, também tem utilidade como substrato para

o cultivo de microrganismos, sendo constituido de aproximadamente por 15% de celulose,



38% hemicelulose, 28% lignina e 18% proteinas e cinzas (FLORENTINO; MORENO;
SARTORI, 2008: REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN, 1998: CANILHA et al., 2010;
VASQUEZ, 2007: DING; HIMMEL, 2006). O bagaco da cana-de-acUcar pode ser empregado
como racdo animal, especialmente para ruminantes e na cogeracdo de energia elétrica
(COSTA; BOCCHI, 2012), as cinzas resultantes da queima do bagaco séo utilizadas para a
fabricacdo de cimento substituindo a areia, as fibras como uma nova fonte para a producgéo do
fibroconcreto dessa maneira substituindo as fibras de amianto que devido ao fato de serem
muito pequenas e finas e levando em consideracdo o longo tempo de exposicdo podem
ocasionar problemas pulmonares (UNICA, 2011; COUTTS, 2005) esse residuo também pode
ser utilizado para a producédo do etanol de segunda geracao.

Na cultura do milho indiferentemente das outras culturas também ha a geracdo de
residuos, tais como folha, colmo, sabugo e a palha, dando destaque para os dois Ultimos.
Estima-se que para cada 100 kg de milho aproximadamente 18 kg sdo de sabugo (TORRE et
al., 2008; TSAI et al., 2000). O sabugo de milho assim como muitos outros residuos de
origem agroindustrial, também pode ser utilizado para a producdo de racdo animal,
alimentacdo bovina, na confeccéo de feno, adubo, bem como para o cultivo em estado sélido
de microrganismos, contudo, seu potencial ainda n&o foi totalmente explorado (SILVEIRA,
2010; ZIGLIO et al., 2007).

O farelo de trigo é um residuo da moagem do trigo, porém devido as suas qualidades
nutricionais é amplamente comercializado (SWENNEN et al., 2006). Dentre alguns exemplos
que se pode dar da utilizacdo do farelo de trigo € como racdo animal, em produtos integrais
fabricados através da farinha integral tais como paes, bolos e massas que acabam por possuir
um maior valor devido ao fato que este tipo de produto tende a ser mais saudavel, devido a
sua rica composicao este residuo pode ser usado para a obtencdo de produtos com alto valor
agregado (LEAO D.P., 2013). Pode-se citar como exemplo a producdo de enzimas como um
processo que gera um produto de alto valor agregado.

De acordo com todo conteudo exposto anteriormente pode-se concluir entdo que os
residuos agroindustriais por serem abundantes em celulose sdo uma grande alternativa para o
barateamento dos custos de producgdo das enzimas microbianas o que acaba por contribuir

também na reducéo dos custos finais dos processos nos quais as enzimas serdo empregadas.



3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi otimizar da produ¢do da enzima B-glicosidase pelo fungo

B. spectabilis por meio do cultivo em estado sélido - CES.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo

4.1.1. Isolamento do Microrganismo

O microrganismo foi coletado de um fruto natural do cerrado denominado de
seriguela, dentro da regido de Dourados/MS. Para o processo de isolamento do fungo foi
retirado e pesado um pequeno fragmento da fruta de aproximadamente 1g contendo 0s
esporos do fungo. Tubos de ensaio contendo solucio salina para realizar as diluicdes de 10™ a
10™ foram esterilizados em autoclave a 121 C por 20 min. Posteriormente o fragmento da
fruta com os esporos foi adicionado em um tubo de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina
esterilizada (NaCl 0,85%), agitado no equipamento vortex com a pretensdo de que ocorresse 0
desprendimento dos esporos do microrganismo para 0 meio, a esta etapa denominou-se
(diluicdo 10™), posteriormente retirou-se 1 mL da diluicdo 10 e adicionou-se em um outro
tubo contendo 9 mL de salina esterilizada, agitou-se o tubo novamente no vortex com o
intuito de se homogeneizar o prospectado com a solucdo salina (diluicdo 107) e dessa maneira
sucessivamente até a diluicdo 10™. O processo de dilui¢do seriada foi feito com a finalidade
de diminuir a concentracdo de células presentes no meio e assim fazendo com que ocorra a
formacéo de col6nias de fungos mais puras/mais isoladas.

Posteriormente a diluicdo dos microrganismos ocorreu o plaqueamento, onde foi
adicionado 200 pL das respectivas diluicbes no centro de placas de Petri contendo 25 mL de
meio de cultura Sabouraud Dextrose previamente autoclavado a 121 °C por 20 min. mais
0,25 g/L de antibidtico tetraciclina e com o auxilio de uma al¢a de Drigalski espalhou-se o
conteudo por todo o perimetro da superficie do meio cultura contido na placa. Ao todo foram
utilizadas 12 placas sendo realizadas triplicatas para cada diferente diluicdo, posteriormente
essas placas foram transferidas para incubadoras B.O.D. em diferentes temperaturas (28°C,

35°C e 45°C) para a avaliagdo do melhor crescimento do microrganismo a ser isolado



constatando-se assim que 0 mesmo se caracterizou como sendo um fungo termofilico, ou seja,

resistente a temperaturas acima de 45°C.

4.1.2. Armazenamento do Microrganismo

Apos o crescimento a cultura foi transferida para 4 tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio Sabouraud inclinado cada e posteriormente levados para incubadora B.O.D a 45°C
durante 72 horas para o desenvolvimento do microrganismo, transcorrido esse periodo 0s
tubos contendo o microrganismo foram armazenados no banco de linhagens fungicas no
Laboratdrio de Enzimologia e Processos Fermentativos, LEPFER/FCBA/UFGD, de maneira
que dois dos 4 tubos foram adicionados 6leo mineral até cobrir o fungo e mantidos em
refrigerador tendo como finalidade a estocagem do mesmo, 0s outros dois tubos restantes
contendo somente o meio de cultura com o fungo termofilico também foram armazenados em
refrigerador, porém com o objetivo de manutencdo mensal da cepa. Inicialmente, o
microrganismo foi denominado como isolado 45 até a sua respectiva identificacdo como

sendo o fungo Byssochlamys spectabilis.

4.2. Cultivo em Estado Solido para a producéo de B-glicosidase

Inicialmente todos os substratos foram lavados para a retirada de aclcares redutores,
pois a presenca desses acgucares pode inibir a producdo da enzima pelo fungo. O cultivo foi
realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 5 g de substrato umedecido com
solucdo nutriente composta de 0,1% de sulfato de amodnia, 0,1% sulfato de magnésio hepta-
hidratado e 0,1% nitrato de amdnia, onde % = (m/v). O material foi autoclavado a 121°C
durante 20 minutos. O processo fermentativo do substrato ocorreu na temperatura de 45°C.
Os parametros como: diferentes substratos (casca de arroz, bagaco de cana, farelo de soja,
farelo de trigo, sabugo de milho e palha de milho), umidade inicial do meio (50% a 80%) e o
tempo de cultivo (24 a 144 h) foram avaliados para se determinar as melhores condicdes de

cultivo e producdo da enzima B-glicosidase por meio da linhagem flngica escolhida.
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4.3. In6culo

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL do
meio de cultura agar Sabouraud Dextrose inclinado que fora previamente autoclavado a 121
°C por 20 min. O fungo termofilico B. spectabilis foi mantido por 72 horas a 45°C em estufa
B.O.D., a suspensdo do microrganismo foi obtida através da raspagem suave da superficie do
meio de cultura, logo apo6s foi empregando 25 mL de solucdo nutriente devidamente
esterilizada. A inoculacdo do fungo nos substratos se deu pela transferéncia de 5 mL do
inéculo para os frascos Erlenmeyers contendo os  residuos agroindustriais também
previamente autoclavados a 121 °C por 20 min. e que serviram como meios de

producdo/cultivo.

4.4. Extracgao das enzimas

Depois do desenvolvimento do microrganismo foi adicionado 50 mL de &gua destilada
esterilizada em autoclave a 121 °C por 20 min. nos frascos Erlenmeyer contendo 0s meios
fermentados, os micélios foram quebrados utilizando-se um bastéo de vidro. Em seguida essa
mistura contendo a agua, o substrato fermentado e os micélios fungicos foi colocada sob
agitacdo orbital em Shaker durante o periodo de 1 hora, a temperatura de 25°C, a 100 rpm. O
conteldo enzimatico proveniente de cada substrato foi filtrado em um tecido sintético de
nylon, popularmente chamado de ““voal ™ e mantidos em tubos falcon de 50 mL. Os tubos
falcon contendo os conteudos enzimaticos foram centrifugados 1500 x g por 5 min. O
precipitado oriundo dessa centrifugacdo foi desprezado e o sobrenadante foi considerado o

extrato enzimatico bruto, sendo utilizado nos ensaios seguintes.

4.5. Determinacio da atividade de B-glicosidase nos extratos enzimaticos

A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando 50 L do extrato enzimatico,
250 pL de tampao acetato de sddio (0,1M, pH 5,0) e 250 uL do substrato sintético p-nitrofenil
B-Dglicopiranosideo (pNPBG, Sigma) (4mM), reagindo por 10 minutos a temperatura de
50°C, a reacdo enzimatica foi paralisada com 2 mL de carbonato de sodio (2 M). O p-
nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria, onde a leitura foi regulada para

410 nm. Desse modo a atividade enzimética foi expressa em U/g do substrato nas condi¢Bes
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do experimento, onde uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como sendo a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto de reacéo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producdo de B-glicosidase por cultivo em estado solido de B. spectabilis em

diferentes substratos.

Para a producéo de B-glicosidase foram a avaliados os seguintes substratos: farelo de
trigo, farelo de soja, palha de milho, sabugo de milho, casca de arroz e bagago de cana, 0s

resultados para as respectivas producgdes estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1. Producdo de B-glicosidase em diferentes substratos através do cultivo em estado
solido pelo fungo termofilico Byssochlamys spectabilis, em 96 horas de cultivo, contendo
65% de umidade a 45°C.

B. spectabilis B. spectabilis
Substratos U/mL U/g
Farelo de trigo 5,100 51+0,75
Farelo de soja 0,110 1,1+£0,40
Palha de milho 0,190 1,9+ 0,95
Sabugo de milho 0,110 1,1+£0,05
Casca de arroz 0,025 0,25+ 0,00
Bagaco de cana 0,170 1,7+£0,10

Fonte: O autor.

Como demonstrado na tabela, houve o crescimento do B. spectabilis e a producao de
B-glicosidase em todos os substratos testados. Para a escolha dos substratos a serem utilizados
sempre se leva em consideracdo a composic¢do, natureza, o custo e disponibilidade dos
mesmos (COUTO; SANROMAN, 2005: BASSO; GALLO; BASSO, 2010).

Apesar do crescimento ter sido satisfatorio em todos os substratos testados a maior
producéo da enzima ocorreu no farelo de trigo 51 U/g e a menor producdo se deu no substrato
de casca de arroz 0,25 U/g. Isso mostra que é bastante importante a escolha do substrato a ser
aplicado no CES, portanto, constatou-se que o substrato mais propicio para dar seguimento no
processo de otimizagcdo do CES para a producdo da enzima B-glicosidase pelo fungo B.

spectabilis foi o farelo de trigo, dessa forma corroborando com outros trabalhos descritos na
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literatura, onde os autores também afirmam que o farelo de trigo € o melhor substrato para a
produgdo de B-glicosidase por cultivo em estado solido.

Leite et al. (2008) ao cultivarem o fungo Termoascus aurantiacus por 96 horas a 50 C
em diferentes substratos também obtiveram a maior producdo de B-glicosidase no cultivo de
farelo de trigo com aproximadamente 5,8 U/mL o que equivale a 58 U/g.

Santos (2014) relata que ao testar a produgdo de B-glicosidase do fungo Penicillium sp
em diferentes substratos de originarios da agroindustria por CES sob condicdes de 60% de
umidade durante 96h a 28 ‘C, também observou que a maior producédo da enzima ocorreu no
cultivo do farelo de trigo, produzindo 39, 93 U/g. O interessante € que no trabalho desta
autora o CES do farelo de trigo resultou também numa 6tima producdo de CMCase 212,33
U/g e Xilanase 562,57 U/g.

Garcia (2014) também confirma em seu trabalho que o farelo de trigo obteve o0 maior
éxito na produgdo de B-glicosidase por meio do CES do fungo Lichtheimia ramosa,
produzindo 162,2 U/g (16,22 U/mL) sob condic¢des de 75 % de umidade, 96 h de cultivo a
28C.

Leite, Gomes e Silva (2007) afirmam que o farelo de trigo por possuir em sua
composicdo cerca de 14% de proteina, 27% de carboidratos, 05% de minerais, 06% de
gordura e 17% de vitaminas do complexo-B, acaba por favorecer o desenvolvimento dos

microrganismos e consequentemente a producdo de enzimas.

5.2. Variacdes da umidade e tempo de cultivo do B. spectabilis utilizando como

substrato o farelo de trigo.

Na otimizacdo do processo de cultivo, O fungo B. spectabilis foi cultivado em
diferentes condi¢cdes de umidade (50 a 80%) (Grafico 1 A), e posteriormente submetido ao
crescimento durante um periodo de 24 em 24h até o limite de 144 h (Grafico 1 B). Desse
modo, a variacdo da umidade resultou em uma maior producdo da enzima no farelo de trigo
cultivado a 55% de umidade.

Se tratando da umidade, esta pode influenciar na sintese e secrecdo de enzimas
extracelulares, assim sendo é considerada um dos fatores que estdo diretamente ligados ao
melhor crescimento e atividade microbiana, porém elevadas taxas de agua diminuem a
porosidade do substrato comprometendo o desenvolvimento micelial e favorecendo a

contaminagdo do meio de cultivo por bactérias, j& a umidade muito baixa pode comprometer o
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acesso aos nutrientes, portanto, altas e baixas taxas de umidade s&o prejudiciais para o
desenvolvimento do microrganismo (ELLAIAH et al., 2002; PANDEY; SOCCOL;
MITCHEEL, 2000; PANDEY, 2003).

Graéfico 1. VariacOes dos parametros de cultivo em estado solido pelo B. spectabilis em
farelo de trigo.

A 70, - B .
- 62{1 B. spectadiiis 90 a 77.0 B :pf(.’.ﬂ.’):..‘:
. 804 %
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Legenda: A - Produgdo de B-glicosidase em fungdo da umidade inicial do meio. B - Produgdo de B-glicosidase
em funcdo do tempo de cultivo.
Fonte: O Autor.

Na otimizacdo do processo, dentre os valores de umidade avaliados a maior producéo
de B-glicosidase ocorreu no substrato farelo de trigo para a umidade inicial de 55 %. No
trabalho de Brijwani, Oberone e Vadlani (2010) a maior producdo de B-glicosidase foi em
70% de umidade com 10,71 U/g produzidas, o substrato utilizado para o CES misto dos
fungos Trichoderma reesei e Aspergillus oryzae foi um mix de casca de soja e farelo de trigo.

Santos (2014) em sua avaliagcdo da umidade do meio constatou que a melhor taxa de
umidade inicial para a producdo da enzima B-glicosidase no farelo de trigo pelo fungo
Penicillium sp foi de 55% com um producdo de 31,4 U/g.

Segundo Singhania et al. (2009) a umidade do meio estando entre 40 a 60% ja é o
suficiente para o crescimento flngico, pois esses valores sdo similares aos encontrados na
natureza. Portanto, este trabalho se encontra dentro dos valores de umidade considerados
satisfatorios.

Na avaliacdo do tempo de cultivo para a otimizagdo, as amostras foram retiradas a
cada 24 horas até atingir o tempo total de 144h . O apice para a producdo de B-glicosidase foi
obtido com 96 h de cultivo, produzindo 77 U/g de substrato ou 7,7 U/mL, tabela 2. Apds o
periodo de 96h de cultivo notou-se a perda da atividade enzimatica. Hag, Javed e Khan (2006)

dizem que esse fato ocorre devido a liberacdo de subprodutos oriundos da fermentacdo do
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substrato de cultivo o que acarreta em interferéncias tanto na sintese proteica como na
atividade enzimatica.

No trabalho de Garcia (2014) a maior produgdo da enzima B-glicosidase foi obtida em
96 horas de cultivo a 35 °C, utilizando farelo de trigo como substrato para o0 CES do fungo
Lichtheimia ramosa. Produzindo 274,0 U/g de substrato.

Delabona et al. (2012) constataram em seus experimentos que 0 auge para a produgéo
de B-glicosidase se deu em 96 h de cultivo do fungo Aspergillus fumigatus em farelo de trigo,
produzindo 105,82 U/g de substrato.

Santos (2014) demonstrou em seu trabalho que atividade de (3-glicosidase em farelo de
trigo se mostrou mais expressiva entre 120 e 144 horas de cultivo do fungo Penicillium sp,
produzindo 69,4 U/g (6,94 U/mL).

Adsul et al. (2004) em seu trabalho relatam uma producéo de B-glicosidase de 23 U/g
em 196 h de cultivo, utilizando como substrato bagaco de cana-de-agucar para o cultivo em
estado sélido do fungo Penicillium janthinellum.

Dados da literatura apresentam valores de producdo de PB-glicosidase menores ou
préximos dos descritos neste trabalho, corroborando assim para a validacdo e importancia dos

resultados descritos, tabela 2.

Tabela 2: Produgio de B-glicosidase de diferentes linhagens fangicas e em condigdes de
cultivo otimizadas.

Linhagem Substrato Condicao Atividade - Autor (es)

(CES) glicosidase
Byssochlamys Farelo de trigo 55% e 96 h 77 Ulg Este trabalho
spectabilis
Lichthemia Farelo de trigo 75% e 144 h 39 U/g Morais et al., (2015)
corymbifera
Aspergillus niger Farelo de trigo 60% e 72 h 62,3 U/g Pirota et al., (2014)
Penicillium sp. Farelo de trigo 55 % e 120-144 69,4 U/g Santos (2014)

h

Lichtheimia ramosa  Farelo de trigo 65% e 96 h 274,0 U/g Garcia (2014)
Aureobasidium Farelo de trigo 75% e 120 h 13 U/g Leite et al. (2008)
pullulans

Continua...
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Continuacao tabela 2.

Linhagem Substrato Condicéo Atividade B- Autor (es)
(CES) glicosidase

Thermoascus Farelo de trigo 60% e 72 h 70 U/g Leite et al. (2008)

aurantiacus

Lichtheimia ramosa  Farelo de trigo 120 h 172,6 Ulg Golcalves et al. (2013)

Lichtheimia ramosa Pequi 48 h 0,61 U/g Silva et al. (2013)

Aspergillus Farelo de trigo 96 h 105,82 U/g Delabona et al. (2012)

fumigatus

Penicillium Bagaco de 192 h 23 U/g Adsul et al. (2004)

janthinellum cana

Fonte: Adaptacdo construida pelo autor.

Ao comparar este trabalho com o de Santos (2014) constata-se que o B. spectabilis foi
mais produtivo que o Penicillium sp no farelo de trigo, além de precisar de um menor tempo
de cultivo para atingir seu auge de producdo, mas quando comparado com trabalho de Adsul
et al. (2004) que utilizam como substrato o bagaco de cana para o cultivo do Penicillium
janthinellum, confirma-se o que ja havia sido dito anteriormente que o farelo de trigo se
sobressai em relacdo aos outros substratos, pois além da producéo de p-glicosidase pelo B.
spectabilis ser superior o tempo de cultivo para se atingir o auge da producéo foi menor que o
do trabalho comparado.

Apb6s a otimizacdo do processo de cultivo, constatou-se que a produgdo de f-
glicosidase do B. spectabilis em farelo de trigo aumentou de 51 para 77 U/g de substrato nas
condicdes de 55% de umidade a 50°C durante 96 horas de cultivo, portanto, resultando no
aumento de 50,98 (51%) de producdo. Vale ressaltar que além do aumento da producdo da
enzima, também hé a reducédo do tempo de cultivo do B. spectabilis para producédo da enzima
B-glicosidase, conclui-se entdo que a reducdo do tempo de producdo para um processo
industrial € de grande importancia, pois contribui para a reducdo do custo da enzima de

interesse, portanto, favorecendo sua aplicacdo em larga escala.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demostram que o fungo termofilico B.
spectabilis apresentou uma significativa producdo da celulase B-glicosidase no cultivo em
estado solido do farelo de trigo.

Obteve-se um o aumento de 51 % de produgdo de P-glicosidase pelo fungo B.
spectabilis em CES. O tempo de producdo da enzima estudada foi relativamente baixo em
comparacdo com outros trabalhos descritos na literatura o que torna o fungo B. spectabilis
viavel para sua aplicacdo em processos industriais.

Pode-se confirmar entdo que os resultados encontrados nesse trabalho sdo condizentes

com os presentes na literatura.
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