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Resumo: A producio de celulases por fungos é de grande interesse biotecnolégico, dada a
aplicacdo dessas enzimas na industria de bioetanol, papel, téxtil e alimenticia. Entre os fatores
influenciado pela sintese enzimdtica, o meio de cultura submerso é determinante para
maximizar a atividade enzimatica. O presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes
meios de cultura submersos visando identificar aquele que proporciona maior produgio de
celulases do fungo Aspergillus sp. C333. Foram testados diversos meios e mensurada a atividade
enzimatica ao longo do periodo de cultivo. Os resultados indicaram que o meio de cultura Vogel
promoveu a maior indugdo da atividade de celulases, destacando-se entre os meios avaliados.
Vale citar que a resposta enzimatica aos meios de cultura depende do tipo de enzima. Esses
achados contribuem para preencher lacunas na literatura sobre a producio de celulases em
cultivo submerso, oferecendo informacdes relevantes para o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos mais eficientes e sustentaveis. Futuras pesquisas poderdo investigar ajustes
nos componentes do meio para potencializar a atividade enzimatica enquanto reduzem custos,
ampliando a aplicabilidade industrial das enzimas.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos e ubiquos, podendo ser
encontrados em diversos ambientes, tais como ar, solo, agua, plantas e animais.
Morfologicamente é comum distingui-los em dois grupos: leveduras e fungos filamentosos. No
entanto, vale ressaltar que essa distingdo ndo possui valor taxonémico, visto que ambas as
formas podem ser encontradas no mesmo grupo de fungos [1].

Os fungos filamentosos sdo caracterizados por serem constituidos por um conjunto de
células formando os filamentos, denominados de hifas, os quais podem ser cenociticas ou
septadas, sendo o conjunto denominado de micélio. Essas estruturas possibilitam a troca de
nutrientes e informacdes genéticas entre as células fungicas, permitindo a adaptacdo a

diferentes ambientes [2].
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Esses fungos sdo capazes de produzir uma variedade de metabdlitos secundarios, como
enzimas, acidos organicos e pigmentos, com diversas aplica¢des biotecnoldgicas [3]As enzimas
produzidas por esses microrganismos sao poderosos catalisadores, estas atuam nas reagdes sem
alterar o equilibrio das mesmas, acelerando a sua velocidade, diminuindo a energia de ativacao
de maneira mais eficiente que os catalisadores sintéticos ou inorganicos [4]. Na industria, as
enzimas tém um papel fundamental na melhoria de processos, na qualidade do produto final e
na reducao de residuos.

Esses catalisadores podem ser produzidos por diferentes organismos, como bactérias,
fungos, plantas e células animais, porém, os fungos filamentosos tém se destacado como uma das
melhores fontes para a producao de enzimas em escala industrial [13].

Muitos estudos tém sido realizados visando aprimorar a eficiéncia e robustez dos
coquetéis de celulases no ambito da producdo de biomassa para biocombustiveis e outros
bioprodutos, visando melhorar a economia industrial nesse setor [14].

Celulases sdao enzimas hidroliticas (carboidrases) capazes de romper as ligacdes
glicosidicas f-1,4 entre unidades de glicose. Existem quatro tipos de celulases [5]. As endo-1,4-
p-D-glucanases (EC 3.2.1.4), que rompem o polimero de celulose desordenadamente, no meio da
molécula, liberando oligossacarideos -1,4. Muitas endoglucanases ndo sdo capazes de atacar a
celulose cristalina, agindo apenas sobre a fragdo amorfa do polimero e fazendo uma hidroélise
incompleta. Enquanto, as exo-1,4-$-D-glucanases (EC 3.2.1.91 - Celobiohidrolase) rompem a
celulose a partir da extremidade, liberando D-glicose e celobiose (dissacarideo de glicoses
unidos por ligagdes O-glicosidicas do tipo 5-1,4). Essa celobiose liberada é hidrolisada pelas f-
glucosidases (EC 3.2.1.21 - Celobiase) [6].

Por fim, as glicohidrolases (EC 3.2.1.74) removem unidades de glicose da extremidade de
polimeros (celulose) e oligdbmeros de alta massa molecular [6]. Essas enzimas sao protagonistas
na hidrolise de materiais lignoceluléticos.

A biomassa lignocelulolitica (LCB) é uma fonte promissora de biocombustivel, pois nao
compete diretamente com a producao de alimentos. Além disso, apresenta uma variedade de
fontes disponiveis, como residuos agricolas, residuos florestais, gramineas e culturas
energéticas. Apesar da abundancia desses recursos em todo o mundo, sua contribuicdo para o
setor de energia ainda é limitada. Isso pode ser atribuido a falta de tecnologias economicamente
viaveis e aplicaveis em escala industrial [16]. A biomassa é uma matéria heterogénea composta

principalmente pelos trés principais polimeros vegetais: celulose, hemicelulose e lignina.
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A celulose é um polissacarideo formado por subunidades de celobiose, ligadas por
ligacdes glicosidicas f-1,4, o que permite a compactagdo das fibrilas de glicose e a formacao de
estruturas cristalinas. Por outro lado, as hemiceluloses sdo polissacarideos ramificados,
compostos por uma espinha dorsal de xilana com cadeias laterais de arabinose e acido
glucuronico, sendo este ultimo frequentemente metilado. As hemiceluloses apresentam uma
estrutura amorfa e aleatdria, formando uma rede na parede celular vegetal, que faz ligacdes
cruzadas entre as fibrilas de celulose e a lignina. Sua estrutura fina pode variar entre diferentes
plantas, tecidos e até mesmo dentro da mesma molécula. Em contraste com a celulose e a
hemicelulose, a lignina ndo é um polissacarideo, mas consiste em unidades de fenilpropanoéides
que formam uma rede tridimensional [17,18].

A lignina é hidrofébica e confere rigidez a parede celular, bem como resisténcia contra
insetos e fitopatégenos [17,18]. A degradacdo enzimatica é, dentre outras tecnologias,
empregada na desconstrucao da biomassa lignoceluléica em seus mondmeros [5]. Sendo uma
das matérias-primas mais abundantes, considerada uma op¢do sustentavel, renovavel e
economicamente desejada, apresentando enorme potencial para contribuir para a crescente
demanda energética e a producdo de bioprodutos como hidrogéis, nanoparticulas, fibras de
carbono, racdes e impressoes 3D [19,20].

Dessa forma, esse trabalho objetivou analisar o efeito de diferentes meios de culturas

submersos na indug¢do da producao de celulases pelo fungo filamentoso Aspergillus sp. C333.

2. METODOLOGIA

0 trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Micologia, Enzimologia e Desenvolvimento
de Produtos (LMEDP), na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFV]M)
campus JK, Diamantina, Minas Gerais. O microrganismo foi cadastrado no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), nimero

A64AD93.

2.1 Producao de celulases pelo Aspergillus sp. C333 em meios de cultura submersos
Inicialmente, o microrganismo em estudo Aspergillus sp. C333 foi cultivado em placa de
Petri contendo meio de cultura sélido composto por aveia Quaker® e agar bacteriologico [11], a
309C. Esse cultivo sera utilizado para o indéculo em meio de cultura submerso.
Em seguida, foram preparados 50 mL de distintos meios de cultura submersos, contidos

em Erlenmeyers de 250 mL, sendo esses: (a) Carvalho-Peixoto (CP) [7]; (b) M5 [8]; (c) Meio
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Adams [9] e (d) Meio Vogel [10]. Os mesmos foram autoclavados a 120°C, 1 atm, durante 30
minutos. Apos o resfriamento dos meios foi realizado o inéculo do microrganismo nos meios
submersos utilizando-se de dois discos de 1 polegada cada do cultivo em placa de Petri contendo
meio s6lido composto por aveia contendo o fungo em estudo.

Os meios foram mantidos em estufa bacteriolégica, de forma estacionaria, a 302C, durante
quatro dias. Para a identificacdo do melhor meio de cultura realizou-se o acompanhamento,
retirando uma duplicata de cada cultivo, realizando-se a analise quantitativa de pH, volume (mL)
e a dosagem enzimatica.

A quantificagdo da atividade enzimatica foi realizada utilizando como substrato a
carboximetilcelulose (CMC) Sigma® a uma concentracao de 1% (m/v) em tampao citrato de
so6dio 100 mM, pH 4,8. Para a reacdo enzimatica, foram adicionados 250 pL da solugdo do
substrato CMC com 250 pL do extrato bruto enzimatico em um tubo. A reacao ocorreu em banho-
maria a 50°C, por 10 minutos, em seguida foi retirada trés aliquota de 50 pL do meio reacional e
adicionando-se 50 pL de DNS (4cido 3',5'-dinitrosalicilico), seguindo a fervura a 100 °C, por 5
minutos. Ap6s resfriamento, adicionou-se 1000 pL de 4gua destilada [12]. O branco consistiu na
retirada de uma aliquota de reacdo antes da insercao em banho-maria, demonstrando que nao
houve a acdo das células presentes no extrato bruto.

A leitura foi realizada na absorbancia a 540 nm em leitor de microplacas Loccus LMR-96.
A concentracao de agucares redutores foi determinada pela curva padrdo de glicose (0-0,05
mg/mL), com R? > 0,98. A atividade enzimatica foi expressa em U/mL conforme a Equacdo 1 a

seguir:

1 1 1

Atividade Celulolitica (U/ml) = ABS (nm). i) T Gam /el 7 D)

(1)

Sendo ABS a absorbancia, t o tempo de reacdo (min.), f o fator de conversao do DNS
(nm/pmol), e v o volume da enzima (mL). Uma unidade (U) correspondeu a liberagdo de 1 umol

de agucar redutor por minuto nas condi¢des descritas de reacgao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade enzimatica da CMCase variou consideravelmente em funcao do meio de
cultivo utilizado (Figura 1). O meio Vogel apresentou a maior atividade (0,153 U/mL),
evidenciando seu potencial em promover a sintese de celulases pelo fungo Aspergillus sp. C333.
Os meios CP e M5 apresentaram atividades intermediarias (0,14 e 0,12 U/mL, respectivamente),

demonstrando potencial como alternativas ao Vogel.
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Figura 1. Atividade enzimatica dos meios de cultura submersos.

0.16

0.14

0,12

0.10 —

0.08 4

0.08 4

0,04 -

Atividade enzimatica {U/mL)

0.02

0,00
vogel adams CP M5

Meio de cultura

Fonte: Préprio Autor.

Esse desempenho pode ser atribuido a formulacdo balanceada do meio, rica em
nutrientes essenciais e elementos-traco, favorecendo a expressdo de enzimas lignoceluloliticas.
Resultados semelhantes foram reportados por Sukumar et al. (2021) [21], os quais destacam
que a composi¢do do meio de cultivo exerce influéncia direta na regulacao genética e na secrecao
de celulases em fungos filamentosos.

Em contrapartida, o meio Adams apresentou a menor atividade enzimatica (0,02 U/mL).
Essa baixa eficiéncia sugere que sua composi¢do nutricional ndo foi adequada para estimular a
producdo de CMCase, corroborando observacdoes de Passoth e Sandgren (2019) [22], que
relataram menor rendimento enzimatico em condi¢des de limitacdo de nutrientes ou fontes de
carbono pouco indutoras.

De forma geral, os resultados obtidos neste estudo reforcam que a escolha do meio de
cultivo é um dos principais fatores determinantes na eficiéncia da producao de CMCase em
fungos filamentosos. O melhor desempenho observado no meio Vogel indicou que este é o mais
adequado para futuras etapas de otimizagdo em bioprocessos. Além disso, a elevada atividade
enzimatica sugere potencial aplicacdo em processos de hidrolise de biomassa lignocelulésica
para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, em consondncia com o0s avan¢os
relatados por Wang et al. (2021) [23], que destacam a integra¢do de plantas bioenergéticas e

microrganismos como estratégia promissora para bioprocessos sustentaveis.
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4. CONCLUSAO

Entre os meios avaliados, o meio Vogel mostrou-se o mais indutivo para a producgado de
CMCase pelo fungo Aspergillus sp. C333, evidenciado pela maior atividade enzimatica obtida em
cultivo submerso. Esse resultado reforca a relevancia de sua composicao nutricional para a
inducao de celulases. No entanto, considerando seu custo mais elevado, torna-se necessario
investigar alternativas que conciliem a capacidade indutiva observada com maior viabilidade
econOmica, de modo a ampliar as perspectivas de aplicagdo em processos industriais de hidrolise

de biomassa.
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