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Termoenzimas ou enzimas termofilicas sao denominagdes usadas para enzimas capazes
de manter suas atividades cataliticas a altas temperaturas, apresentando boa estabilidade e
autonomia em processos industriais. Além da estabilidade essas enzimas apresentam outras
propriedades desejaveis a industria, sdo mais resistentes a desnaturantes quimicos e altas
concentragodes de sais além de permitir o uso de menor quantidade de 4gua o que reduziria o custo
de produ¢do. Em termos de produgdo e uso de enzimas o Brasil encontra-se privilegiado devido a
grande quantidade e variedade de biomassa passivel de ser transformada ou aproveitada como
substrato para a producgdo dessas enzimas. Atualmente, com o aumento populacional nota-se uma
exaustiva exploragdao dos recursos naturais, gerando problemas ambientais devido o acumulo de
residuos, principalmente oriundos das atividades agroindustriais. Com isso a reciclagem de
residuos agricolas tem se tornado uma alternativa vidvel, visto que além de matéria prima de
baixo custo sua utilizagdo diminui o impacto ambiental. O fungo Thermoauscus aurantiacus
(CBMALI 756) foi isolado por DA SILVA e colaboradores em 19999 a partir de madeira em
decomposicdo da Amazdnia por destacar-se na produgdo de enzimas termofilicas de interesse
industrial, como as celulases, xilanases, pectinases, amilases etc (Da Silva et al.,, 2005; ;
MARTIN, 2004) . As celulases s3o glicoproteinas, de peso molecular de 50 a 90 KDa, que
hidrolisam materiais celuldsicos, seu mecanismo de atuacdo ¢ descrito como o resultado da agao
sinergética entre endoglucanase, exoglucanase e -glicosidase. As endoglucanases ou endo-f-1,4-
glucanase hidrolisam regides amorfas no meio das cadeias de celulose, atacando os polimeros
internamente, resultando em uma rapida redu¢do do tamanho da cadeia, exoglucanase ou exo-f3-
1,4-glucanase ou celobiohidrolase atua sobre a celulose, removendo unidades de celobiose a
partir de extremidades ndo redutoras da molécula e a B-1,4-glicosidase ou celobiase hidrolisa a
celobiose e outras celodextrinas a glicose. Todas as trés enzimas do complexo sofrem repressao
catabdlica pelo produto final de hidrolise. Por prevenir o acumulo de celobiose, a B-glicosidase ¢
responsavel pelo controle da velocidade global da reagdo de hidrolise celulolitica,
desempenhando assim, um efeito crucial na degradacdo enzimatica da celulose. O interesse na
producdo de celulases esta relacionado ao fato dessas enzimas hidrolisarem grupos celulosicos,
podendo ser utilizada na industria alimenticia na extracdo de componentes do cha verde, de
proteinas, agar-agar, O0leo vegetal, 6leos essenciais; producdo de vinagre, alcool; na extracdo e
clarifica¢do de sucos de frutas citricas; prepara¢ao de alimentos infantis; sopas; extratos vegetais;
racdo animal; na industria farmacéutica na preparacdo de produtos digestivos, geriatricos,
encontrando também uma vasta aplicagdo na area téxtil e em detergente.

O objetivo do presente trabalho avaliar o efeito de diferentes solugdes salinas na producao
de celulases (Endoglucanase e B-glicosidase) por fermentagdo em estado sélido (FES) utilizando
como farelo de trigo como substrato.

A seguinte metodologia foi empregada. O microrganismo foi crescido em frascos de
erlenmeyer de 250 mL com 40 mL de 4gar Sabouraud Dextrose, inclinado, a 50°C por 48 horas.
A composi¢ao das solugdes salinas foi: 1)1g/L de NH4NOs; 1 g/L de MgSO4.7H,0; 1g/L de
NH4H,POj4, descrita por Sabouraud (1892); e 2) 10g/L de (NH4)>SO4; 3 g/L de KH,POy; 0,5 g/
de MgS04.7H,0; 0,5 g/L de CaCl2, descrita por Toyama (1978). A fermentacdo se deu em



frascos de erlenmeyer de 250 mL com 5 g de farelo de trigo e 10 mL de suspensdao micelial,
obtida através da suspensdo da cultura com 100 mL da solucdo nutriente a ser analisada. A cada
24 horas foram retirados dois frascos (duplicata), at¢ completar 144 horas, com material
fermentado e adicionado 40 mL de 4gua destilada, sendo em seguida agitado por uma hora em
shaker a 100 rpm. O material foi filtrado e centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos a 2°C,
obtendo assim o extrato enzimatico bruto. A atividade da [-glicosidase foi determinada com 50
uL do filtrado enzimatico, 250 uL de tampao acetato 0,1M, pH 5,0 e 250 uL de p-nitro-fenil-
glicosideo (PNPG, Sigma), reagindo por 10 minutos a 60°C, a reacdo enzimatica foi paralisada
com 2,0 mL de Na,COs 2M e foi liberado nitrofenol. Foi quantificado por espectrofotometria
UV-VIS a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol de nitrofenol por minuto de reacdo. A atividade da
Endoglucanase foi determinada com 100 pL do filtrado enzimatico, 900 puL. de tampao acetato
0,1M, pH 5,0 e 250 uL de p-nitro-fenil-glicosideo (PNPG, Sigma), reagindo por 10 minutos a
60°C, a reagdo enzimadtica foi paralisada com 1,0 mL de DNS ( e foi liberado glicose. Foi
quantificado por espectrofotometria UV-VIS a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto de
reagao.
Os resultados obtidos estao representados na figuras 1.
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Figura 1: Produgdo de celulases nas diferentes solugdes salinas. a) a produgao de B-glicosidase e
CMCase na solugdo Saburoud; e b) perfil de producio pelo meio de Toyama.

Analisando a figura observa-se que ndo houve alteracdo no tempo de produgdo das
enzimas em ambos os casos. A produgao de endo-B-1,4-glucanase foi de 39,01 (U/mL) no meio de
Saburoud e de 34,43(U/mL) no meio com a solucdo Toyama. A producdo de P—glicosidase
apresentou o pico de producao em 48 horas com 6,67 U /mL para Sabouroud e de 6,31 U/mL
para o meio de Toyama. Sendo que o perfil de produgdo da P—glicosidase também ndo foi
alterado.

Por meio dos resultados obtidos ¢ possivel concluir, que o perfil de producdo das duas
celulases, nas duas solugdes complementares avaliadas ndo sofreu alteragdo nas condigdes
empregadas. Entretanto, a solu¢do de Toyama reduziu as atividades de endo-p-1,4-glucanase e -
glicosidase em cerca de 12% e 7%, respectivamente.
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