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Resumo

Diversos residuos sdo gerados a partir de atividades humanas e esses residuos, ao longo
dos anos, tem sido alvo para utiliza-los na producdo de moléculas de interesse de diversos
setores industriais como por exemplo, as enzimas. Para a producdo enziméatica de CMCase
e Xilanase, trés fungos (Aspergillus niger, Penicillium adametzii e Basidiomiceto) foram
submetidos a cultivo submerso em duas solugdes de cultivo diferentes (Manachini e GLBN
40) com trés residuos Amazodnicos como indutores (casca de maracuja, cupuacu e
macaxeira) durante 5 e 10 dias. Todos tiveram producdo enzimatica, no entanto, A.niger
mostrou-se 0 melhor produtor de CMCase e xilanase em 5 dias com 7,2 Ul/mL e 13,5
Ul/mL, respectivamente, em solucdo de Manachini com casca de maracuja como indutor.
Os valores obtidos com P. adametzii. e o Basidiomiceto variaram de acordo com as
solugdes de cultivo e com os indutores. As condic¢des de cultivo podem ser otimizadas para
melhoramento da producdo enzimatica.

Palavras-chave: Enzimas, Residuos Agricolas, Fungos Amaz6nicos, CMCase, Xilanase.

Introducéo

As variadas atividades humanas geram inumeros tipos de residuos que, por sua vez,
sdo acumulados no meio ambiente. Diante do acimulo de residuos agroindustriais, ao
longo dos anos, tém-se buscado sua reutilizacdo para reducdo da sua quantidade no meio

ambiente.

Na regido Norte do Brasil, o estado do Pard destaca-se como o maior produtor de
macaxeira do pais com producdo acima de 4 milhdes de toneladas, € responsavel pela
maior safra de cupuagu do Brasil com mais de 74 mil toneladas em 13 mil hectares de area

e também, é o maior produtor de maracuja da regido com mais de 26 mil toneladas (IBGE
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2014; CEPLAC,2013). Toda esta producdo gera residuos e varios bioprocessos tém sido
utilizados para a conversdo de residuos em moléculas de interesse como aminoacidos,

etanol, enzimas e outras.

A Dbiomassa vegetal é composta por celulose, hemicelulose e lignina. Diversos
microrganismos produzem enzimas que atuam em sinergia (complexo enzimatico) e assim,
conseguem degradar a biomassa vegetal. Fungos de ocorréncia disseminada na natureza
como Basidiomicetos e fungosdos géneros Trichoderma, Penicillium e Aspergillus,
possuem capacidade de produzir essas enzimas (Bom et al., 2008). Dentre outras enzimas
desse complexo enzimatico, destacam-se as endoglucanases e as Xilanases. Estas enzimas
sdo utilizadas em diversas industrias como, por exemplo, industrias de papel, roupa, téxtil,
farmacéutica, entre outras, que tém o interesse no melhoramento da producdo dos seus

produtos.

O mercado brasileiro de enzimas, apesar de pequeno, quando comparado ao mercado
mundial, mostra-se promissor devido a grande disponibilidade de residuos agroindustriais

e do dinamismo dos setores industriais (Mussatto et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi comparar a producdo enzimaticade trés fungos
(Basidiomiceto, Penicillium adametzii e Aspergillus niger), trés substratos e duas solugdes
de cultivo.

Material e métodos

Para induzir a producdo de CMCase (Carboximetilcelulase) e xilanase, utilizou-se
casca de cupuagu, maracuja e macaxeira in natura, em duas solugdes de sais minerais:
Manachini (Manachini et al., 1987) e GLBN 40.

Os fungos utilizados foram um Basidiomicetos (Mas 3M 1.1.1), um Aspergillu
sniger (EjJFLOR 3cont BDA) e um Penicillium adametzii(Stsp C2-3/1-2C) reativados da
colecdo do Laboratério GEMMA (Grupo de Espectrometria de Massas e Microrganismos
da Amazonia), na Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em meio BDA durante 8
dias a 28 °C.

Apos a esterilizagdo dos residuos juntamente com as solugfes, foram feitos os
indculos adicionando-se dois fragmentos de aproximadamente 1cm? de Basidiomiceto e 20

uL de solugéo de suspenséo de esporos de A. niger e P. adametzii Os experimentos foram
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cultivados em incubadora Shaker, em quintuplicata, durante 5 e 10 dias, a temperatura de
28 °C a 120 rpm. Para a extracdo das enzimas, todas as réplicas foram filtradas em sistema
de filtragdo a vacuo estéril contendo filtro Millipore 0,22 um. Para os testes quantitativos,

foi separada uma aliquota de 1,5 mL.

Utilizou-se 0 método DNS (Miller, 1959), que quantifica acucares redutores, para
quantificar as enzimas CMCase e Xilanase a partir da metodologia descrita por Ghose,
(1987). Os ensaios ocorreram em tubos de ensaio de 6 ml, em triplicata, adicionando-se
450 pL do substrato CMC (quando quantificada CMCase) e Xilano(quando quantificado
Xilanase) a 1% em tampdo acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 e 50 uL de extrato enzimatico.
Essa mistura foi aquecida por 10 minutos a 50°C em banho-maria. Apds o tempo
reacional, adicionou-se 500 uL do reagente acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), levando as
amostras ao banho fervente por 5 minutos e sequencialmente, as amostras sofreram
resfriamento em banho gelado por mais 5 minutos. Por fim, adicionou-se 4 mL de agua
destilada. Para o controle das amostras, adicionou-se 450 uL. de CMC, 500 uL de DNS e
50 pL do extrato enzimatico. Para o Branco adicionou-se 500 pL de dgua destilada, 500 uL
de DNS e 4 ml de 4gua destilada. As amostras foram lidas a 540 nm em espectrofotdmetro
de UV.

Resultados e discussao

Com relacdo a CMCasica, as dosagens enzimaticas revelaram que dentre as solucdes
de sais minerais utilizadas no cultivo submerso, a solucdo de Manachini mostrou-se a

melhor solu¢do de cultivo para atividade e xilanasica, conforme mostra as figuras 1 e 2.

Em relacdo ao tempo de cultivo, o melhor tempo de producdo mostrou-se em 5 dias
havendo declinio desta producdo com 10 dias para ambas as enzimas.Dentre os substratos
agricolas utilizados, a casca de maracuja mostrou-se melhor indutor na solucdo de
Manachini tanto para CMCase quanto para Xilanase. A casca de cupuagu mostrou-se 0
segundo melhor indutor e a casca de macaxeira foi o indutor menos eficiente. Dentre 0s
fungos utilizados nesta pesquisa, 0 A.niger mostrou-se 0 melhor produtor de CMCase com
7,2 Ul/mL em 5 dias, seguido do P. adametzii com 3,1 Ul/mL em 10 diase o pior
desempenho foi o do Basidiomiceto com 3,0 Ul/mL em 5 dias, todos em solucdo de
Manachini.Muitas espécies de Aspergillus produzem vérias enzimas extracelulares sendo

elas 19 diferentes enzimas de importancia biotecnoldgica (Pandeyet al. 1999). Dentre estas
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estdo celulase, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, a-amilase, glucoamilase, [3-

glucosidade e protease acida.
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Figura 1. Comparagdo de atividade CMCasica entre solucdo de Manachini e solugdo
GLBN 40 onde C.Cup.= casca de cupuacu, C. Maj.=Casca de maracuja e C. Max.=casca
de macaxeira.
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Figura 2. Comparacdo de atividade Xilanasica entre solucdo de Manachini e solucao
GLBN 40 onde C.Cup.= casca de cupuacu, C. Maj.=Casca de maracuji e C. Max.=casca
de macaxeira.
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Em atividade xilanasica, o melhor desempenho foi do A. niger com13,5 Ul/mL,
seguido do Basidiomiceto com 5,1 Ul/mL,ambos em 5 dias, e o pior desempenho foi do P.
adametzii com 4,7 Ul/mL em 10 dias, todos em solucdo de Manachini. Stroparo et al.
(2012) avaliaram a producdo de hidrolases e dentre estas, observaram que o A.
nigerapresentou maior nivel de Xilanase com 8,73 Ul/mL, sendo os valores deste trabalho
superiores utilizando a casca de maracuja como indutor, em 5 dias de cultivo.

Silva (2013) avaliou a producdo de CMCasee Xilanasetambém utilizando casca de
maracuja como substrato e uma espécie de Penicillium,reativado do Laboratério GEMMA
e,obteve um valor de 13,444 Ul/mL e 0,510 Ul/mL no 10° dia de cultivo, utilizando 20 pL
de solugcdo de suspensdo de esporos. Neste trabalho, encontrou-se os valores de 3.116
Ul/mLe 4,793 Ul/mL, de CMCase e Xilanase respectivamente, ambos em 10 dias,
inoculados 10 pL de solucdo de suspensdo de esporos.Silva (2013) também avaliou a
producdo de CMCase e Xilanase de Basidiomicetos e obteve 1,004 Ul/mL e 0.371 Ul/mL,
respectivamente. Neste trabalho, as atividadesCMCasica e xilanasica foram 3.012 Ul/mL e
5.166 Ul/mL, respectivamente. De acordo com Pandey et al. (1999), a enzima que sera
produzida depende do tipo de substrato utilizado no processo de cultivo. Isso justifica as
diferencas de producdo de xilanase e CMCase observadas dentre os substratos e solugdes
utilizadas, visto que cada solugdo (Manachini e GLBN 40) possui componentes
diferenciados que podem interferir no crescimento flngico e consequentemente, na

producdo enzimatica.
Conclustes

A melhor solucdo de cultivo para a producdo de CMCase e Xilanasefoi a de
Manachini tendo 5 dias de cultivo como melhor tempo de producéo enzimatica.
Entre os trés fungos utilizados, a cepa de A. niger (EjFlor 3 cont BDA) foi 0 melhor

produtor de ambas as enzimas e o melhor substrato, foi a casca de maracuja.
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