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1. INTRODUCAO

A busca por novas linhagens flngicas produtoras de enzimas celuloliticas € uma grande demanda mundial
devido a necessidade de encontrar alternativas aos combustiveis fosseis, 0s quais sdo responsaveis por grande
parte da poluicdo atmosférica. Esta busca torna-se ainda mais plausivel quando as alternativas encontradas
podem solucionar o maior empecilho do uso de combustiveis de fontes renovaveis: a competicdo com a
producdo de alimentos. Esta competicdo existe devido ao fato de que o etanol produzido atualmente usa, na
maioria dos casos, matéria-prima que também é usada como alimento. Nos EUA usa-se 0 milho como matéria-
prima e no Brasil usa-se cana-de-aguUcar, que é também usada para a producéo de sacarose (MOHAMMADI
etal., 2011).

Dentre as espécies fungicas capazes de produzir celulases, reportadas em estudos recentes, existem aquelas
isoladas do ambiente amazonico, o qual é uma enorme reserva de biodiversidade no mundo e possui muitos
micro-ecossistemas e condi¢Bes climaticas ideais para o crescimento fungico (SOUZA et al., 2018). Uma das
espécies fungicas de ambiente amazonico relatadas como produtoras de celulase é o Trichoderma harzianum,
com duas linhagens desta espécie sendo reportadas em trabalhos diferentes atestando tal capacidade. O
primeiro trabalho, reportado por Delabona et al. (2012), mostrou que as celulases produzidas pela linhagem T.
harzianum P49P11 possuem uma grande atividade frente ao bagaco de cana-de-acUcar tratado com explosao
a vapor (DELABONA et al., 2012).

O outro trabalho foi realizado por Souza et al. (2018), no qual usou a linhagem T. harzianum 422 obtendo-se
também uma boa atividade das celulases frente ao bagaco de cana-de-agucar, este tratado com moinho de bolas
e tratamento hidrotérmico (SOUZA et al., 2018). Espécies fungicas do género Aspergillus também ja foram
relatadas como isoladas do ambiente amazénico e com capacidade de produzir celulases com boas atividades
enzimaticas. Sdo elas A. niger P47C3 e A. fumigatus P40M2, que produziram celulases usando diferentes
substratos para cultivo. A potencialidade dos microrganismos de ambiente amazonico na producgéo de celulases
é enorme, embora seja pouco estudada. Um exemplo € o trabalho descrito por Toyama et al. (2018) que
descreve a descoberta de uma D-glicosidase, uma das enzimas do complexo celuldsico, através de uma anélise
metagendmica da agua do lago Poraqué (TOYAMA et al., 2018). A descoberta do gene de uma celulase
presente em microrganismos de ambiente aquatico mostra que ainda had muito a se conhecer acerca da
microbiota amazonica e seu potencial biotecnoldgico.

1Graduanda em Licenciatura em Quimica - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
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2. MATERIAS E METODOS

Os reagentes usados para o desenvolvimento deste trabalho foram obtidos de diversos fabricantes (Synth,
Sigma, Chemco, Neon, Kasvi, Spectrum, Acumedia e Mercado Local).

2.1 Coleta das amostras de solo e isolamento dos microrganismos

As coletas de solo foram realizadas em diferentes pontos da UNIFESSPA campus II, a
amostra | foi coletada em &rea em decomposicao, ja a amostra Il foi coletada em solo com um pouco
de folhas em decomposicdo formando uma camada muito fina sobre o solo. As amostras foram
armazenadas em frascos estéreis até o uso posterior no isolamento das colénias. O isolamento e
quantificacdo dos fungos foram realizados através do método de diluicdo seriada.

2.2 Cultivo dos fungos
2.2.1 Meio de cultura contendo extrato de malte

Para o crescimento e obtencdo das coldnias puras dos fungos foi utilizado o meio de cultura
extrato de malte 2% e o pH do meio foi ajustado para 4. A solucéo foi esterilizada em autoclave em
pressdo de 120 atm durante 20 min. Logo ap6s a retirada da autoclave os meios foram vertidos na
capela de fluxo laminar. Em seguida os fungos foram inoculados nos meios de cultura de extrato de
malte e as placas foram vedadas com parafilme e incubados na estufa a temperatura de 29 °C. Para
as etapas posteriores foi preparada uma solucdo de esporos de cada linhagem fungica isolada, a fim
de padronizar o inéculo.

2.3 Fermentacao em estado sélido
Os fungos foram cultivados sob fermentacdo em estado solido em frascos Erlenmeyer (125 mL) que
continham farelo de trigo (50 g) através de solucdo de esporos, na concentracdo de 5.10°
esporos/grama de substrato e incubados em estufa por 3 dias a 32 °C. Ap6s o periodo de crescimento
foi realizada a extracdo das enzimas totais.

2.4 Extracdo do caldo enzimatico contendo as celulases
A solugdo da enzima bruta foi obtida adicionando 50 mL de tampéo acetato de sddio (0,5 M, pH 4.,5).
Em seguida o meio foi macerado e triturado, a solu¢do é agitada vigorosamente durante 60 min. A
mistura foi filtrada a vacuo para a retirada do material solido. A solugdo resultante foi usada
posteriormente para avaliagdo da atividade celulolitica do extrato enzimatico.

2.4.1 Determinacdo da atividade de enzimas celuloliticas
A concentracdo de agucares foi determinada usando o método DNS (MILLER, 1959). A
formula geral (Equacédo 1) utilizada para o célculo da atividade FPase foi adaptada de Ghose (1987).

Equacéo 1. Determinacéo das atividades celuloliticas.

Atividade = ART x vt
0,18 Ve .t

(Eq.1)

ART: acUcares redutores totais;

Vt: volume total do ensaio;

Ve: volume de extrato enzimatico usado;
0,18: massa referente a 1 umol de glicose;
t: tempo de reagdo (min).

2.4.2 Determinagéo da atividade de celulases totais (FPAse)
A tira de papel foi cortada em formato espiral e colocada dentro do tubo de ensaio, a0 mesmo foi
adicionado 0,33 ml de caldo enzimatico, 033 ml de &4gua destilada e 1 ml de solugdo de DNS ao qual
0s mesmos foram submetidos ao banho maria na temperatura constante de 50 °C durante 5 min. Apds
isso o0s tubos foram resfriados e utilizados para analises futuras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Escolha da linhagem de trabalho

Em trabalhos anteriores foi possivel realizar o isolamento de oito fungos do solo da regido arborizada
do Campus Il da Unifesspa (Figura 1). Dentre as 08 linhagens, trés se destacaram pela maior atividade
celulolitica — A1C2-03, A1C2-05 e A1C2-06. As duas ultimas foram selecionadas para serem motivo de
investigacdo de um projeto de mestrado, enquanto que a primeira, A1C2-03, foi selecionada para a realizagdo
dos estudos propostos neste projeto.

3.2 Estudo do melhor periodo de cultivo do fungo A1C2-03 frente a sua atividade

Para continuacdo da pesquisa foi analisada a atividade celulolitica da linhagem fungica A1C2-03, a
qual passou por um estudo de variagdo no periodo de cultivo em meio de cultura sélido rico em farelo de trigo.
O periodo de crescimento estudado foi de 10 dias visando a obtencdo de uma maior atividade, sendo que foi
analisado seu potencial a cada dia, contando a partir do dia posterior ao inéculo. O gréafico abaixo mostra a
relagcdo entre o dia de crescimento e a atividade celulolitica.

Gréfico 1: Atividade enzimatica celulolitica (U/mL de extrato enzimatico) determinada de acordo com o
periodo de cultivo para a linhagem A1C2-03 isolada do solo do Campus Il da Unifesspa.
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De acordo com o observado no grafico, o melhor periodo de cultivo desta linhagem é de apenas 3 dias
apos seu indculo, apresentando uma atividade enzimatica celulolitica de 0,05 U.mL™. Se considerada a
atividade produzida por grama de substrato utilizado no cultivo, a atividade obtida é de 0,5 U.g*.

3.3 Determinacéo das condicdes reacionais 6timas das celulases produzidas

Uma vez determinado o melhor periodo de cultivo da linhagem fungica A1C2-03 para a producéo de
celulases, foram iniciados estudos da atividade destas enzimas frente as variac6es de pH e temperatura.
O grafico 2 apresenta as atividades obtidas para cada um dos valores de pH testados, bem como
a influéncia da solugdo tampédo utilizada durante a hidrdlise da celulose de papel de filtro. As atividades estao
descritas em forma de atividade relativa onde & maior atividade obtida durante o experimento é atribuido o
valor de 100% e as demais atividades obtidas séo calculadas como normalizacdo deste valor (regra de trés).
Foi possivel observar que o valor de pH mais &cido testado foi 0 mais favoravel a atividade das
celulases e com 0 aumento do pH a atividade foi diminuindo, sendo que em um valor de pH levemente basico
(pH 7,8) a atividade remanescente foi de pouco mais de 30%. Além disso, notou-se que ndo ha diferenca
significativa na atividade quando sdo usados como solu¢ao tampao as solu¢@es ac. citrico + K,HPO, e ac.
citrico + citrato de sodio. Estas duas solugdes tampao foram utilizadas para obter-se o pH 3,8. Para o pH 5,8
também foram utilizadas duas solu¢bes tampdo, ac. citrico + citrato de sddio e K,HPO, + KH,PO,, mas foi
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possivel observar uma maior atividade quando utilizou-se o tampdo K,HPO, + KH,PQO,, indicando que em
algumas situacdes a solugéo tampéo escolhida pode influenciar a atividade das celulases.

Graéfico 2: pH 6timo para a realizacao da hidrélise enzimatica da celulose usando celulases da linhagem A1C2-
03.

100 A —4— Tampéo &c. citrico + K,HPO,
g \\ +r— Tamp#&o citrato (éc. citrico + citrato)
90 P —— Tampao fosfato (KH_PO, + K,HPO,)
80 >
4 \\-\
—_ el
=, 104 S
~— 4 T
p= N
= e Nl R
< N, ¥
D 50 N S
<) k- e
® 40 -
= 30 T
= ]
20
10
o T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8

pH

Os experimentos para determinar a temperatura 6tima nao foram realizados para este relatorio devido
a chegada da pandemia do COVID-19, tornando-se necessaria a interrupcéo das atividades laboratoriais. Estes
experimentos serdo realizados tdo logo tenhamos condigfes seguras de volta ao laboratério.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com o desenvolvimento deste trabalho, foi possivel determinar o melhor periodo de cultivo (3 dias)
da linhagem fungica A1C2-03 a fim de obter-se uma maior producéo de celulases usando fermentacdo em
estado sélido tendo farelo de trigo como substrato. Esse curto periodo de cultivo favorece a aplicagdo desta
linhagem para a producéo de celulases.

Na determinacdo do pH reacional 6timo, foi possivel verificar um melhor ajuste das celulases
produzidas a valores de pH mais acidos (pH 2,8) e o aumento do pH significou numa reducao significativa da
atividade. Desta forma, as celulases produzidas pela linhagem fungica A1C2-03 sdo mais indicadas para uso
em processos industriais que ocorram em pH acido, sendo esta uma excelente caracteristica, pois celulases que
resistam a valores de pH abaixo de 3 sdo pouco relatadas.
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