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RESUMO

A parede celular vegetal, composta por celulose, hemicelulose e lignina, é
fundamental para a estrutura das plantas. As enzimas celuloliticas, especialmente a
B-glicosidase, desempenham um papel crucial na degradacdo de polimeros
lignoceluldsicos, sendo utilizadas na produgdo de biocombustiveis. Este trabalho
visou isolar e selecionar fungos filamentosos de ambientes naturais similares em
localidades distintas para produgdo de [(-glicosidase por cultivo em estado sdlido
utilizando farelo de trigo como substrato. Doze isolados foram obtidos, e suas
capacidades de producao de B-glicosidase foram avaliadas. Os isolados 2, 6, 9 e 12
demonstraram maior produgdo enzimatica, sendo o isolado 9 o mais eficiente com
36,75 U/g de substrato seco. Embora os resultados obtidos sejam inferiores aos
descritos na literatura, eles superaram a produgao de algumas espécies previamente
estudadas, indicando o potencial desses isolados para futuros estudos de otimizagao
e identificagao taxonémica. O trabalho sugere que a continuagao das pesquisas pode
resultar em maiores rendimentos enzimaticos e na exploracdo de outras enzimas de

interesse industrial.

Palavras-chave: Cultivo em estado so6lido; Fungos filamentosos; 3-glicosidase.



ABSTRACT

The plant cell wall, composed of cellulose, hemicellulose and lignin is fundamental to
the structure of plants. Cellulolytic enzymes, especially 3-glucosidase are a crucial part
in the degradation of lignocellulosic polymers, being used in the production of biofuels.
This work aimed to isolate and select filamentous fungi from similar natural
environments in different locations for the production of B-glucosidase in solid state
cultivation using wheat bran as substrate. Twelve isolates were obtained and their 3-
glucosidase production capabilities were evaluated. Isolates 2, 6, 9 and 12
demonstrated greater enzyme production, with isolate 9 being the most efficient with
36.75 U/g of dry substrate. Although the results obtained are lower than those
described in the literature, they overcame the production of some previously studied
species, indicating the potential of these isolates for future optimization and taxonomic
identification studies. The report suggests that continued research could result in

greater enzymatic yields and the exploration of other enzymes of industrial interest.

Keywords: Solid state cultivation; Filamentous fungi; B-glucosidase.
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1.

INTRODUGCAO

A parede celular € uma estrutura externa a célula vegetal que proporciona
forma, barreira defensiva, resisténcia a presséo de turgescéncia interna, mediagéo
de interagdes intracelulares, controle da taxa de crescimento e armazenamento de
carboidratos estruturais complexos (COSTA, 2019). Os polimeros celulose,
hemicelulose e lignina s&o os principais constituintes da sua estrutura, ademais,
em menor propor¢ao, também ha pectinas, proteinas e acidos hidroxicinamicos
(COSTA, 2019).

A celulose € um polimero linear de glicose formado por ligagdes glicosidicas 3
1,4. O numero de unidades de glicose que compdem o polimero varia de 15 a
15.000, sendo em média composto por 3.000 unidades. A molécula de celulose é
insoluvel em agua e corresponde ao principal componente da parede celular
vegetal (CASTRO, 2009).

Os fungos filamentosos sdao amplamente utilizados na producgéo industrial de
celulase devido a sua capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas
extracelulares que degradam lignocelulose, além da facilidade de extragcdo dessas
enzimas. Para reduzir o custo de producédo dessas enzimas, € essencial otimizar
a eficiéncia e o processo de cultivo, utilizando meios de cultura mais baratos e
ajustando parametros como pH, temperatura e oxigénio dissolvido. Diferentes
espécies de fungos filamentosos apresentam variagbes nas composigdes e
caracteristicas enzimaticas, o que influencia a producéao e a eficiéncia de hidrélise
da celulase (ZHANG Z et al., 2024).

As enzimas celuloliticas sdo hidrolases responsaveis pela cisao das ligagcbes
glicosidicas da celulose. A classificagdo das celulases advém do local em que
atuam no substrato celuldsico, assim, dividindo-se em: endoglucanases, as quais
quebram as ligac¢des internas da fibra celulésica, exoglucanases, as quais clivam
regides externas da celulose e B-glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos
soluveis em glicose (SINGH et al., 2021). Dentre as utilizagbes dessas enzimas
industriais, destaca-se a bioconversdo de biomassa celulésica em agucares
fermentesciveis para produgao de biocombustiveis (SRIVASTAVA et al., 2018).

As B-glicosidases sao frequentemente visadas devido a sua aplicagao
biotecnolégica. Os usos potenciais incluem liberagdo de compostos fenélicos com
atividade antioxidante (isoflavonas abundantes na soja) e compostos aromaticos

em vinhos, cervejas e sucos (DAROIT, 2007). Ademais, também sao utilizadas



para hidrolisar a celobiose, assim, obtendo a glicose, monossacarideo desejavel
para produgédo de etanol celulésico (AHMED et al., 2017; FUSCO et al., 2018;
SRIVASTAVA et al., 2019).

A bioprospeccéo € definida como a avaliagao proposital de material bioldgico
selvagem em busca de novos produtos valiosos, sendo uma atividade central no
desenvolvimento humano. Em sua forma moderna, a bioprospecgédo envolve a
aplicacao de tecnologias avangadas, como a biotecnologia e a biologia molecular,
para desenvolver novos produtos farmacéuticos, agroquimicos, cosmeéticos,
aromatizantes, fragrancias, enzimas industriais e outros produtos derivados da
biodiversidade. Esse processo ndo apenas promove a descoberta de compostos
bioativos inovadores, mas também tem um papel importante na conservacao de
ecossistemas, ao valorizar economicamente a biodiversidade de maneira
sustentavel (ARTUSO A et al., 2024)

A exploracao comercial de enzimas industriais enfrenta algumas dificuldades
como, por exemplo, baixa estabilidade estrutural, inibicdo pelo produto formado e
o alto custo de producdo (GONCALVES et al., 2013). Dessa forma, o cultivo em
estado solido (CES) é uma alternativa para a redugao do custo de producao desses
biocatalisadores, dado a utilizagdo de residuos agroindustriais como substrato
(SIMOES, 2021). Os microrganismos mais utilizados em CES correspondem aos
fungos e bactérias, sendo os fungos filamentosos os mais adaptados (AFONSO,
2012).

O aproveitamento de residuos agroindustriais como substrato para cultivo em
estado sdélido apresenta-se como uma alternativa promissora para a redugao dos
custos na produgdo de enzimas, além de contribuir para a mitigacédo de impactos
ambientais decorrentes das atividades agroindustriais (SINGHANIA et al., 2009).
Esse cenario favorece a busca por linhagens microbianas capazes de produzir
enzimas de forma eficiente em processos de fermentacao de baixo custo (ALVES-
PRADO et al., 2010). A utilizagao de residuos agroindustriais para a producéo de
enzimas pode tornar-se economicamente viavel em larga escala, considerando
que um dos principais desafios na aplicacao de enzimas em processos industriais
€ o0 elevado custo dos meios de cultura microbianos, que pode representar de 30
a 40% do total de producdo da enzima (ROMERO et al., 2007; GARCIA-
MARTINEZ et al., 2010).
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Destarte, o objetivo do presente trabalho consiste no isolamento e selegao de
fungos filamentosos a partir de ambientes naturais similares em localidades

distintas, visando a produgéo da enzima [3-glicosidase por cultivo em estado solido.

. MATERIAIS E METODOS

2.1.Isolamento

Para este trabalho, foram coletadas amostras de solo na profundidade de 3 a
5 cm em trés diferentes localidades, sendo elas: Juina - MT (11°41'13.2"S -
59°11'08.3"W) nas margens do rio 21, Vilhena - RO (12°47'57.8"S - 60°08'34.4"W)
nas margens do rio Canelinha e em Ladario - MS (19°01'03"S - 57°33'13"W) nas
margens do rio Paraguai.

O processo de isolamento dos microrganismos deu-se pelo método de diluigao
seriada, contendo dez tubos de ensaio com solugao salina a 0,9%, onde foram
utilizadas 5 g de cada amostra de solo para a criagao da solugao estoque. Em
triplicata, aliquotas de 100 pL referentes as diluicdes de 10° e 107 foram
distribuidas em placas de petri contendo meio Agar Sabouraud com cloranfenicol
(Kasvi), sendo posteriormente incubados a 28 e 45°C até o crescimento de
pequenas pontuagoes.

Apods o crescimento, os isolados de cada uma das placas foram repicados até
seu crescimento micelial ndo apresentar contaminagdo com outros fungos de
morfologias distintas. Em seguida, os fungos isolados foram repicados para 2
tubos de ensaio com meio Agar Sabouraud Dextrose e cobertos com 6leo mineral,
sendo armazenados no Laboratério de Enzimologia e Processos Fermentativos
(LEPFER/UFGD).

2.2.Producgao do inéculo

Para a produgéo do in6culo, os fungos foram cultivados em frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio Agar Sabouraud Dextrose, mantido por 96
horas a 28°C. A suspensao dos fungos foi obtida raspando suavemente a
superficie do meio de cultura com 30 mL de solugao nutriente (0,1% de sulfato de
amoénio, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de
amoénio). A inoculagao dos fungos no substrato (farelo de trigo) foi realizada pela

transferéncia de 5 mL dessa suspensao (COSTA et al., 2019).
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2.3.Cultivo em estado sdélido para producao de B-glicosidase

O substrato utilizado para a produgao da enzima foi farelo de trigo, sendo
previamente lavado com agua destilada e posteriormente seco a 50°C por 48
horas. O substrato (5g) foi colocado em frascos Erlenmeyer de 250 mL e
umedecidos com 4,5 mL de solugao nutriente (descrita anteriormente), seguindo
para esterilizagcdo em autoclave (20 min, 121°C, 1 atm). Os substratos foram
inoculados com 5 mL da suspensio microbiana, resultando em umidade inicial de
65% e foram mantidos a 28°C por 96 horas (COSTA et al., 2019).

2.4.Extracao da enzima

Para obtencdo dos extratos enzimaticos, 50 mL de agua destilada foram
adicionados aos frascos Erlenmeyer contendo o residuo miceliado. O conteudo foi
entdo macerado com um bastao de vidro por 10 minutos. Apdés a maceragao, 0s
frascos foram agitados a 150 rpm por 1 hora. As amostras foram filtradas usando
tecido de nailon e centrifugadas a 1500 x g por 10 min. O sobrenadante resultante
foi considerado extrato enzimatico e empregado nos ensaios subsequentes
(COSTA et al., 2019).

2.5.Determinacgao da atividade de B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada com o substrato sintético p-NP-(3-
D-glucopiranosideo (PNPG) 4 mM (Sigma-Aldrich) (PEREIRA et al., 2015). O
conjunto reacional foi composto por 50 pL de extrato enzimatico, 250 uL de tampao
de acetato de sodio (0,1 M, pH 4,5) e 250 pyL de PNPG. A reacao foi incubada em
banho-maria a 50°C por 10 minutos. A reacéao foi interrompida com a adicao de 2
mL de carbonato de sodio (2 M) e o produto formado foi quantificado em um
espectrofotdbmetro a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de nitrofenol por
minuto de reagédo (DE PALMA-FERNANDEZ et al., 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O presente trabalho isolou 12 fungos filamentosos, sendo 3 provenientes da regido
de Ladario - MS, 1 da regido central de Dourados - MS, 6 de Juina - MT e 2 de Vilhena

- RO. No isolamento, as amostras foram adicionadas em incubadoras BOD’s a
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temperatura de 28 e 45°C, no entanto, os microrganismos se desenvolveram somente

a 28°C (Tabela 1).

Tabela 1 - Local de coleta e temperatura de crescimento dos fungos isolados.

Nome Referencial

Local de Coleta

Temperatura de

Crescimento

Isolado 1

Isolado 2

Isolado 3

Isolado 4

Isolado 5

Isolado 6

Isolado 7

Isolado 8

Isolado 9

Isolado 10

Isolado 11

Isolado 12

Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Margens do rio Paraguai

(19°01'16"S 57°30'03"W)

Margens do rio Canelinha
(12°47'57.8"S 60°08'34.4"W)

Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Margens do rio Paraguai
(19°01'03"S 57°33'13"W)
Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Centro de Dourados
(22°13'38.1"S 54°48'43.0"W)

Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Margens do rio Canelinha
(12°47'57.8"S 60°08'34.4"W)

Margens do rio 21
(11°41'13.2"S 59°11'08.3"W)

Margens do rio Paraguai
(19°01'08"S 57°34'23"W)

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C

28°C
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Organismos termofilos podem ser divididos em moderados e extremos, esses
microrganismos apresentam faixa de crescimento 6timas entre temperaturas de 40 e
50°C e 65 a 85°C, respectivamente. A adaptacdo a termofilia esta relacionada
principalmente a membrana citoplasmatica. A membrana de terméfilos apresenta
acidos graxos saturados, os quais conferem equilibrio entre densidade e fluidez, para
a manutengao da integridade fisica e funcional em temperaturas elevadas. Contudo,
a maior parte das espécies fungicas cultivaveis cresce em temperaturas mesdofilas,
em uma faixa estreita de temperatura, entre 20 a 40°C (GOMES et. al., 2007). Fato
esse que justifica os resultados apresentados na tabela 01, pois a maioria das
linhagens fungicas descritas na literatura cresce na faixa entre 20 a 40°C.

Dentre os microrganismos isolados, os isolados 2, 6, 9 e 12 apresentaram a maior
producdo de [-glicosidase, destacando-se o isolado 9 com 36,75 U/g para os

parametros testados na condi¢ao de cultivo (Tabela 2).

Tabela 2 - Producao de B-glicosidase por cultivo em estado sélido em farelo de
trigo contendo 65% de umidade por 96h a 28°C.

Nome Referencial B-glicosidase B-glicosidase
(U/ml) (U/g de substrato seco)
| Isolado 1 | 0,44 | 4,45 |

Isolado 2 2,66 26,65
Isolado 3 0,13 1,33
Isolado 4 0,60 6,02
Isolado 5 0,46 4,64
Isolado 6 2,62 26,21
Isolado 7 0,06 0,61

Isolado 8 1,51 15,10
Isolado 9 3,67 36,75
Isolado 10 0,59 5,90
Isolado 11 0,53 5,33

Isolado 12 2,53 25,38




14

Os resultados obtidos inicialmente ndo foram muito expressivos comparados com
a literatura (Tabela 3), no entanto, alteracées nos parametros de cultivo como, por
exemplo, umidade inicial do substrato, temperatura e tempo de cultivo podem
aumentar consideravelmente a produgéo enzimatica (GONCALVES et al.,, 2013).
Trabalhos anteriores relataram ganhos significativos na produgdo de [B-glicosidase
apo6s a otimizagao dos parametros de cultivo (GARCIA et al., 2015; SANTOS et al.,
2016; GARBIN et al., 2021).

Tabela 3 - Producgao de B-glicosidases por cultivo em estado sélido de diferentes

espécies fungicas

Microrganismo Substrato B-glicosidase Nome autor
utilizado (U/g de substrato seco)
| | |
Thermoascus Farelo de trigo 58,0 LEITE et al.,2008
aurantiacus
Aureobasidium  Farelo de trigo 10 LEITE et al.,2008
pullulans
Aspergillus niger Casca de arroz 319,1 ALIYAH, et al.,2017
Aspergillus sp.  Farelo de jojoba 174,6 GHONEMY, 2021
DHE7
Penicillium Farelo de arroz 122,8 NG et al.,2010
citrinum
Thermoascus Farelo de trigo 410,9 GARBIN et al.,2021
crustaceus
Lichtheimia Farelo de trigo 11,6 MORAIS et al.,2018
corymbifera
Byssochlamys Farelo de trigo 51 MORAIS et al.,2018
spectabilis
Gongronella Farelo de trigo 213,6 SANTOS et al.,2016
butleri
Lichtheimia Farelo de trigo 162,2 GARCIA et al., 2015
ramosa
Myceliophthora  Farelo de trigo 170 BONFA et al.,2018
thermophila com bagaco de

cana
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Apesar dos resultados obtidos ser inferior aos descritos na literatura, de forma
majoritaria, as producgdes dos isolados 2, 6, 9 e 12 foram superiores aos dos fungos
Aureobasidium pullulans e Lichtheimia corymbifera, descritos respectivamente por
Leite et al. (2008) e Morais et al. (2018). Assim, estimulando a continuidade do
trabalho na identificacdo taxonémica dos microrganismos isolados e na otimizagao

dos parametros de cultivo para a produgéo de B-glicosidase.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Trabalhos com o presente escopo permitem a descricdo de novas fontes fungicas
para a producao de enzimas de interesse industrial e consequentemente a descri¢ao
de novos biocatalisadores. A continuidade do trabalho pode apresentar resultados
ainda mais interessantes se outras enzimas forem avaliadas como, por exemplo,
pectinases, xilanases, amilases e celulases, considerando que o presente trabalho

avaliou a producdo de apenas uma enzima (B-glicosidase).
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