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RESUMO

Os processos enzimaticos tém conquistado cada vez mais aceitagdo na area da industria, pois
conferem vantagens em relac@o aos processos quimicos convencionais. As celulases sdo um complexo
de enzimas que atuam em sinergia para a hidrolise de substratos celuldsicos, gerando aglcares
fermentesciveis. Neste trabalho, quantificou-se a atividade enziméatica da enzima Endoglucanase
obtida a partir dos fungos Fusarium sp. e Mucor sp. isolados a partir da casca do café. Ambos 0s
fungos apresentaram uma atividade endoglicolitica maxima de 0,386+0,011 U/mL e 0,5494 + 0,0003
U/mL, respectivamente, apds o décimo dia de cultivo em meio liquido enriquecido com CMC. Sendo
assim, conclui-se que os fungos em estudo apresentam um potencial promissor para a produgdo da
enzima endoglucanse, utilizada em diferentes processos biotecnol6gicos industrias, especialmente na
producéo de etanol de segunda geracao.
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INTRODUCAO

As enzimas microbianas tém despertado grande interesse, por serem utilizadas em
inimeros processos nas mais diversas areas tecnolégicas. Este interesse se deve ao fato de as
enzimas conferir vantagens operacionais e econdmicas em relacdo aos processos quimicos
convencionais. Entre estas enzimas encontra-se as celulases devido as suas multiplas
aplicacdes em diversos segmentos industriais.

As celulases atuam na fase de hidrolise enzimatica da biomassa lignocelulésica,
liberando glicose a partir da celulose presente na mesma, visando a producdo de etanol de
segunda geracdo (ALMEIDA, 2012). Assim para se obter aglcares fermentesciveis é
imprescindivel a atuacdo sinérgica de um complexo de enzimas composto por endoglucanases
(E.C. 3.2.1.4); exoglucanases (E.C. 3.2.1.91) e B-glucanases (E.C. 3.2.1.21) (ARANTES;
SADDLER, 2010).

Contudo o maior problema da aplicagdo de enzimas em processos industriais é o alto
valor da sua producdo. Assim, diversos estudos tém sido realizados e pesquisas para avaliar
novos fungos produtores de enzimas celoluliticas, melhorar as condi¢des de cultivo, realizar
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bioprospeccdo de novos microrganismos que integram a biodiversidade brasileira, visando a
producdo de enzimas de interesse industrial a um baixo custo (BRITO, 2015).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo a avaliacdo da atividade da enzima
endoglucanase produzida por fungos do género Fusarium e Mucor, isolados a partir da casca
de café.

MATERIAL E METODOS

Producéo de extrato enzimatico por fermentacdo submersa

Para a inoculagdo em meio liquido foram retirados, com o auxilio de uma espatula, 4
discos de cada placa de petri contendo os fungos Fusarium sp. e Mucor sp. Posteriormente,
foram inoculados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido mineral e
CMC (carboximetilcelulose) 2% (p/v). O meio mineral foi composto de KH2POs 0,7%,
NaH2PO4 0,4%, MgS0O4 0,02%, (NH4)2SO4 0,1% e extrato de levedura 0,06% (SINGH et al,
2009), o qual foi previamente autoclavado a 121 °C por 15 minutos.

Os frascos foram colocados em um shaker sob temperatura de 28°C e rota¢do de 180
rpm. As amostras foram coletadas, com o auxilio de uma micropipeta, em intervalos de
aproximadamente 24 horas durante 12 dias. As mesmas foram transferidas para microtubos
tipo Eppendorf® e centrifugadas por 15 minutos a 10.000 xg. Os extratos enzimaticos obtidos
foram armazenados no freezer a 4°C.

Determinacéo da atividade de Endoglucanase

A atividade de Endoglucanase foi determinada com base na capacidade de degradacao
de carboximetilcelulose (CMC), sendo que o acgucar redutor liberado foi determinado pelo
método do acido dinitrosalicilico (DNS), conforme descrito por Ghose (1987).

Foram retirados 250 pL dos extratos enzimaticos brutos dos dois fungos e colocados
em tubos de ensaios contendo 250 pL de carboximetilcelulose 2% (p/v). Para o controle,
colocou-se em substituicdo dos extratos enzimaticos, 250 pL do tampéo acetato 0,1M pH 4,8.
Os tubos foram colocados em banho-maria a 50°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se
750 pL da solucdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) que posteriormente foram
direcionados novamente para banho fervente a 100°C por 5 minutos e em banho de gelo por
mais 5 minutos. Finalmente os tubos foram completados com 3,75 mL de agua destilada. A
leitura da absorbéncia foi feita em espectrofotdmetro, Bioespectro SP 22®, a 540 nm.

Para a construcdo da curva padréo, utilizou-se solugdes de glicose com concentragdes
variando entre 0,1 a 1,0 g/L. Nos tubos de ensaios foram adicionados 750 pL do reagente de
DNS a 0,5 mL dessas solugdes com concentragdes diferentes de glicose, em seguida esses
tubos foram levados a fervura por 5 minutos e completados com &gua destilada para um
volume de 5 mL (GHOSE, 1987). A leitura foi realizada a 540 nm.

Os valores de absorbancia foram convertidos em quantidades equivalentes de glicose a
partir de curva padrdo previamente construida; considerando que 1 Unidade Internacional
(IU) equivale a 1 pumol de glicose liberada por minuto (BASSO et al., 2010). Todo o
experimento foi realizado em duplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O método da fermentacdo submersa foi utilizado para os estudos cinéticos, tendo
como parametros o crescimento celular e a quantidade de enzima produzida pelos
microrganismos. Iniciou-se 0 experimento determinando a atividade da enzima
Endoglucanase dos fungos Fusarium sp. e Mucor sp. presentes no meio de crescimento. No
perfil da curva de crescimento dos fungos, Figuras 1 e 2, observa-se uma rapida adaptacdo dos
mesmos no meio CMC utilizado.
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Figura 1 — Producdo de Endoglucanase por Fusarium sp. em func¢do do tempo de cultivo.
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Figura 2 — Producdo de Endoglucanase por Mucor sp. em funcéo do tempo de cultivo.
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Segundo as Figuras 1 e 2 observou-se que, a produgdo de Endoglucanase do fungo
Fusarium sp. foi maxima apés 10 dias de cultivo, sendo que a sua atividade enzimatica foi de
0,386+0,011 U/mL. Por outro lado, a maxima atividade de Endoglucanase produzida pelo
fungo Mucor sp. foi alcangada apo6s 10 dias do cultivo, apresentando um valor de 0,5494 +
0,0003 U/mL. A partir dos resultados obtidos observou-se que, o fungo Mucor sp. obteve uma
atividade endoglicolitica 42% maior que a atividade maxima observada no caso do fungo
Fusarium sp.

CONCLUSOES

Conclui-se que os fungos Fusarium sp. e Mucor sp., isolados de uma fonte
lignocelul6sica, a casca de café, apresentaram uma atividade endoglicolitica promissora apds
10 dias de cultivo. Futuros trabalhos serdo necessarios para a caracterizacdo da enzima
produzida visando alcancar condigdes 6timas de atividade.
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