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Resumo: Os objetivos deste trabalho foram produzir, caracterizar e avaliar
enzimas produzidas pelo fungo Aspergillus niger, utilizando-se bagago de cana-
de-agticar. Os resultados foram alcangados por meio de etapas e métodos, como a
caracterizagdo bioquimica das enzimas quanto ao pH e a temperatura otimos delas.
Também, objetivaram-se determinar o teor de proteinas pelo Método de Bradford,
assim como da atividade enzimadtica, e propor métodos para a purificagdo das
enzimas obtidas.
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Introdugao

A biomassa lignocelulésica é abundante, apresenta baixo custo e tem
sido vista como fonte promissora para a produgdo de biocombustiveis (Galbe
& Zacchi, 2002; Gomez et al., 2008). Contudo, os residuos lignoceluldsicos
agricolas apresentam composi¢do fisico-quimica complexa, que oferece
resisténcia ao ataque quimico ou bioquimico e dificulta a conversdo desses,
mediante a hidrdlise, em materiais com alto valor agregado (Champagne,
2008).

Grande variedade de microrganismos tem sido usada para cultivo em
bagaco de cana, com o objetivo de produgdo de celulases (Pandey et al.,
2000). Atualmente, as linhagens mais utilizadas para a produgao de enzimas
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celuloliticas sao as do género Trichoderma e Aspergillus (YUE; JIAN-XIN; LI-
WEI, 2009). Pesquisas envolvendo potenciais fontes de enzimas sao recorrentes,
e uma delas esta a investigagdo de novos microrganismos potenciais produtores
de celulases e xilanases, necessaria para solubilizacdo completa e efetiva do
material lignocelulésico (DAS; ROYER; LEFE, 2007).

Aspergillus niger é fonte de celulase destinada principalmente ao uso
alimenticio e suas enzimas sdo concentradas e parcialmente purificadas antes
de serem comercializadas (BIGELIS, 1993), podendo ser considerado, algumas
vezes, superior aos outros fungos, reconhecidamente bons produtores dos
complexos celuloliticos e hemiceluloliticos (GOKHALE, 1986).

Este trabalho teve como objetivos produzir, caracterizar e avaliar as
enzimas produzidas por Aspergillus niger por meio do bagaco de cana-de-
agucar.

Material e Métodos

Coleta da matéria-prima

Coletaram-se bagacos de cana provenientes de uma lanchonete do
municipio de Vigosa, MG. A cana foi lavada em agua corrente e deixada de
molho durante 10 min, repetindo-se o processo. Depois de lavada, deixou-se
secar ao ar livre, por cerca de 12h.

O bagago coletado foi seco em estufa de ar circulante, a 40°C, durante
72h. Posteriormente, o material foi triturado em moinho de facas e peneirado,
obtendo-se o extrato bruto, que foi conservado.

Coleta e Cultivo dos fungos

Os fungos foram coletados na regido de Vigosa, dentro dos limites da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e da Saude (FACISA/Univigosa). Realizaram-
se as coletas em solo e registraram-se as datas, as horas e a temperatura
ambiente no momento de cada coleta. A manutengao do fungo foi feita em
meio de cultura agar a 4 °C com repicagens periddicas (AGUIAR, 2011).

Efetuou-se a andlise da presenca do fungo no extrato coletado no
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Laboratdrio de Microbiologia da Univicosa pela técnica de plaqueamento
direto em Placas de Petri, contendo meio de cultura dgar acidificado.

De acordo com a metodologia seguida por Oliveira (2011), coletaram-se
cerca de 10 g do extrato bruto para cada amostra a ser analisada, onde cada
amostra foi submetida a dilui¢oes seriadas em 90 mL de agua peptonada 10-3.
Por meio da técnica de pour plate (técnica de contagem), aliquotas de ImL de
cada dilui¢ao foram inoculadas em 15 mL do meio 4gar acidificado fundido,
seguido de homogeneizagao. Apds a solidificagdo do agar, as placas foram
invertidas e incubadas durante sete dias, a 25 °C. Posteriormente, contaram-
se as coldnias, e os resultados foram expressos em unidades formadoras de
coldnia por mililitro (UFC/mL).

Isolamento e identificacdo do fungo

Fez-se a investigagdo da presencga de Aspergillus niger a partir da detecgao
de colonias tipicas do género Aspergillus nos cultivos fungicos, pela técnica
do ponto central, onde, com o auxilio de um fio de platina, foi inoculada
uma amostra de uma coldnia suspeita na parte central de uma placa de Petri,
contendo meio agar acidificado, seguido de incubagédo a 25 °C por sete dias.
Na observagdo morfoldgica da coldnia, avaliaram-se a textura e colora¢do da
superficie e do reverso.

A andlise das caracteristicas microscOpicas seguiu a técnica de
microcultivo (técnica de slides) entre lamina e laminula (Sutton, 1980). Para
tanto, realizou-se o repique das colonias suspeitas no centro de um bloco de
lcm? de dgar acidificado, depositado sobre uma lamina estéril e coberto com
uma laminula estéril. Cada lamina foi depositada sobre um suporte de vidro,
no interior de uma placa de Petri, contendo, no fundo, um papel umedecido
em agua destilada, todos previamente esterilizados, seguindo-se de incubagao
a 25 °C por trés dias. Apos o periodo de cultivo, as laminulas foram coradas
com lactofenol azul de algoddo e observadas sob microscopio dptico. A
identificagdo do género foi efetuada a partir da chave de classificagdo dos
fungos deteriorantes comuns em alimentos.
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Centrifugacio

Apos a esterilizagdo, os frascos foram inoculados com trés discos
de micélio fungico e incubados por 30 dias a 30 °C, sem agitacdo (cultivo
estacionario). Coletaram-se amostras em triplicatas a cada cinco dias, a partir
do quinto dia de incubagdo até o 30° dia. O fluido extracelular cultivado foi
centrifugado a 4 °C por 15 min. Os sobrenadantes foram utilizados como
extrato enzimatico bruto.

Determinagao do Teor de Proteinas Totais

A determinagdo da concentragdo de proteina se deu pelo método de
Bradford (1976). Esse método baseia-se na interagdo entre o corante Coomassie
Brilliant Blue G 250 (Sigma-Aldrich) e as macromoléculas de proteinas que
contém aminodcidos de cadeias laterais basicas ou aromdticas. No pH de
reagdo, a interagdo entre a proteina de alta massa molecular e o corante BG-
250 (reagente de Bradford) provoca o deslocamento do equilibrio do corante
para a forma anionica, que absorve em 595 nm. O célculo para a dosagem de
proteinas foi feito a partir de uma curva de calibragdo com o padrio soro-
albumina bovina da Sigma-Aldrich na faixa de 0,01-0,2 mg/mL.

Efetuou-se a quantifica¢do do teor de proteinas pelo método de Bradford
com 1 mL do reagente de Bradford mais 0,1 mL da amostra, que permaneceram
incubados por 5 min. Apds o periodo de incubacio, realizou-se a leitura das
amostras em cubetas para espectrofotometro de 1,5 mL no espectrofotometro
a 595nm. As analises foram feitas em triplicata.

Determinagao da atividade enzimatica - Metodologia de atividade enzima
celulolitica pelo método DNS

As concentragdes de agucares redutores foram determinadas pelo método
do acido Dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959), e obtiveram-se
as curvas-padrao de agucares redutores fazendo-se leituras em A=540nm no
espectrofotometro. Os resultados de atividade enzimatica foram expressos em
UmL-1.
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Estudo da Estabilidade
° pH

As enzimas tém um pH 6timo (ou um intervalo de pH), onde a sua
atividade é maxima. Em um pH maior ou menor, a atividade diminui
(LEHNINGER, 1977).

No estudo das enzimas, torna-se extremamente importante determinar
no inicio da investigacdo o pH 6timo e a extensdo de seu plato. A mistura de
reagdo pode entdo ser cuidadosamente controlada com tampdes de capacidade
tamponante adequada (CONN e STUMPE, 1975).

Controlaram-se os niveis de pH (1-8) pelas reagdes-tampao para
determinar qual o pH 6timo da enzima obtida.

e  Temperatura (termoestabilidade)

As amostras foram encubadas em banho-maria em diferentes
temperaturas (30-40 °C).

Resultados e Discussao

Esperaram-se obter ao final desta pesquisa as enzimas celulases e
xilanases, que sao boas para utiliza¢ao nas industrias alimenticias. Ao se
obterem as enzimas, realizaram-se testes para testar a atividade enzimatica
delas e determinar o pH 6timo e a temperatura que melhor proporciona
um crescimento enzimatico. Ao final, propuseram-se metodologias para a
purificagdo delas.

Conclusoes

Por meio dos testes que foram realizados, esperaram-se obter pelo menos
um tipo de enzima e realizar metodologias de purificagdo e identificagao
dessa, como a precipitagdo fracionada com sulfato de amodnio, cromatografia
de exclusiao molecular, cromatografia de troca ionica e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).
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