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INTRODUCAO

Estudos em tecnologias biologicas tem se mostrado promissores no processo de obtencdo de combustiveis renovaveis. Através de técnicas de

melhoramento genetico como mutagenese e selecdo de linhagens fungicas, € possivel a obtencdo de organismos secretores de exo-enzimas

capazes de converter material lignocelulésico em glicose (Mandels, 1982), para a producéao de etanol.

Segundo Dillon et al, 2006, as enzimas do complexo celulolitico provenientes da linhagem 9A02S1 de Penicillium echinulatum sao eficazes na

hidrolise de lignocelulésicos como a celulose, que naturalmente, € a propria substancia indutora para estas enzimas. Entretanto, para otimizar a

produtividade nas secrecoes de celulases, é imprescindivel avaliar as condicOes otimas de cultivo.

Nosso objetivo neste trabalho foi observar o comportamento da atividade enzimatica e perfil de pH do complexo celulolitico da linhagem

9A02S1 de P. echinulatum na presenca de duas fontes inorganicas de nitrogénio, sulfato de amonio (NH,),SO, e nitrato de potassio KNO,

MATERIAIS E METODOS

Linhagem: Utilizou-se a linhagem mutante 9A02S1 de P. echinulatum
obtida através de sucessivos tratamentos mutagénicos com H,O, (Dillon
et al, 2006), a partir da linhagem selvagem 2HH, isolada do trato intestinal
de A. punctatun.
Meio de cultivo: O experimento fol conduzido em fermentacao
submersa. Todos 0s meios de producao continham como meio base, para
um volume de 100 mL: 0,5% (m/v) de celulose, 0,2% (m/v) de farelo de
soja, 0,1% (m/v) de sacarose, 0,05% (m/v) de Prodex®, 0,1% (v/v) Tween
e 5% (v/v) de solucao mineral 20X, baseada na formulacédo de Mandels &
Reese (1957), porém, nao acrescida de (NH,),SO, e sim de fosfato de
potassio monobasico KH,PO,

Foram formulados cinco tratamentos, onde adicionaram-se
diferentes concentracoes de (NH,),SO,e KNO; ao meio base, conforme
a figura 1.

Apos autoclavados, os frascos foram inoculados com 1x107 conidios,

mantidos sob agitacdo reciproca a 180 rpm, a 28+£2°C durante 5 dias,
sendo coletadas a cada 24 horas aliquotas do sobrenadante a partir do 2°
dia de cultivo, para determinacéo da atividade enzimatica.
Andlises enzimaticas: Foram determinadas FPAses (em papel filtro) e
endoglicanases (em carboximetilcelulose) conforme Ghose (1987) e [3-
glicosidases (em salicina) conforme Chahal et al (1985). As amostras
foram analisadas por espectrofotometro a 545 nm.

Para a determinacao de FPAses observada no grafico (A) da figura
1, o meéetodo analitico foi incrementado, adicionando-se 10 ul de -
glicosidase com atividade de 1,38 Ul/mL, para cada amostra.

Uma unidade de FPAse, endoglicanase e (B-glicosidase foi definida
como a guantidade de enzima que catalisa a liberacao de 1 pymol de
acucar redutor, medido como glicose por minuto, sobre as condi¢cdes do

teste. :
RESULTADOS E DISCUSSAO

Como observado na figura 1 (E), a presenca de (NH,),SO, tende a
acidificar o meio de cultivo na fase inicial do crescimento e KNO; mantem
um pH préoximo da neutralidade. Observando este perfil, € possivel inferir
gue o metabolismo deste microrganismo, que tende a acidificacao natural
do meio de cultivo, nao & afetado quando a condicédo de pH para seu
crescimento € mantida proxima a neutralidade.

Para FPAses (A, B) e endoglicanases (C), os meios suplementados
somente com KNO; ou (NH,),SO, apresentaram médias semelhantes ou
superiores aos demais, sendo que a adicao conjunta destes
componentes, nas condicoes utilizadas, exerce um efeito negativo nas

atividades.
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Figura 1. Determinacao de FPAses (com adicao de B-glicosidase) (A), FPAses (sem adicdo de
B-glicosidase) (B), endoglicanases (C), p-glicosidases (D) e perfil de pH (E) em cultivo
submerso pela linhagem 9A02S1 de P. echinulatum na presenca de diferentes aliquotas de
KNO; e (NH,),SO,.

Embora neste experimento a atividade de [3-glicosidases tenha sido
baixa, como verificado em trabalhos anteriores, 0s meios com apenas
KNO, secretam niveis muito reduzidos deste componente enzimatico,
resultando possivelmente na baixa atividade de FPAses, no grafico (B).
Quando adicionou-se B-glicosidases no processo analitico, a atividade
de FPAses, vista no grafico (A), quase duplicou em ambas as condicoes.
Tal resultado, deve-se ao fato de que [-glicosidases hidrolisam
oligossacarideos ou celobiose a glicose, que é detectada quando
FPAses sao mensuradas.

CONCLUSAO

Para o microrganismo estudado, a presenca de somente KNO; ou
(NH,),SO, proporciona a condicao mais favoravel para a obtencao dos
maiores titulos enzimaticos de endoglicanases e FPAses, sendo que o
PH expresso nestas condicoes nao interfere na atividade enzimatica.
Aliado a isto, a adicéo de B-glicosidases no processo analitico mostra-se

conveniente na determinacao de FPAses.
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