[image: image4.png]Il EAICTI

Il Encontro Anual de Iniciacao
Cientifica, Tecnolégica € Inovacao






Produção de celulases de Trichoderma harzianum e Thermoascus aurantiacus visando aplicações biotecnológicas
Bruna Simioni(PIBITI/CNPq/Unioeste); Lucas Bonatto, Juliana Moço Corrêa, Marina Kimiko Kadowaki, Rita de Cássia Garcia Simão(Orientadora). e-mail: bruna_sm95@hotmail.com
Universidade Estadual do Oeste do Paraná/Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas/Cascavel, PR. 

Ciências da Saúde - Farmácia
Palavras-chave: celulases, aplicações biotecnológicas, resíduos agroindustriais.

Resumo
A celulose é o polímero mais abundante nos resíduos agroindustriais derivados da biomassa vegetal e a enzima celulase por sua vez possui a capacidade de clivar a celulose em oligossacarídeos que são degradados em monômeros de glicose. Celulases são enzimas muito requisitadas em indústrias farmacêuticas e alimentícias, na extração de sucos, óleos, alcalóides e também podem ser empregadas em bio-refinarias na produção de biocombustíveis. O isolamento de cepas fúngicas que sejam boas produtoras desta enzima é vantajoso, visto que os fungos podem ser mantidos com fontes de carbono baratas e muito abundantes em nosso país, os resíduos da agroindústria. No presente projeto objetivou-se avaliar novas linhagens fúngicas isoladas do bioma de Mata Atlântica da região (Refúgio Bela Vista) e averiguar a capacidade produtora de celulases intra e extracelulares por ensaios de dosagens enzimáticas, determinadas pelo método de detecção de açúcar redutor e espectrofotometria. Dois isolados fúngicos foram isolados como bons produtores de celulases e identificados como Trichoderma harzianum e Thermoascus aurantiacus. Estes, foram os isolados que apresentam os mais elevados níveis de celulase, utilizando como fonte de carbono a palha de milho na concentração de 1,0% (p/v). As duas linhagens foram submetidas a uma curva de crescimento de dez dias, em três diferentes condições: líquido estacionário, líquido agitado e sólido, sendo que no líquido estacionário obteve-se a melhor produção de celulases com níveis mais elevados no décimo dia de cultivo. Ambas as celulases mostraram ser enzimas interessantes para aplicação biotecnológica.
Introdução
A celulose, principal componente da biomassa vegetal, é um polímero formado por monômeros de glicose. Sendo um dos principais constituintes da parede celular das plantas, em combinação com a lignina, hemicelulose e pectina (Sanchez, 2009).
As celulases são enzimas que possuem capacidade de romper as ligações glicosídicas de microfibrilas da celulose, resultando na liberação de oligossacarídeos, celobiose e glicose. Essa capacidade de quebra de ligações glicosídicas permite um amplo uso em biotecnologia a essas enzimas. As celulases são enzimas amplamente utilizadas em diversos ramos da indústria, como por exemplo: na indústria têxtil e de detergentes, na preparação do malte da cerveja, em processo de extração de sucos, óleos vegetais, pigmentos, alcaloides e na área de alimentação animal. Na área energética, essas enzimas vêm sendo empregadas em plantas piloto para obtenção de hidrolisado de celulose, que são utilizados na fermentação visando à fabricação de produtos de interesse biotecnológico, tal como etanol. No entanto, o elevado custo de produção de enzima é o principal obstáculo para sua aplicação industrial. Portanto a otimização de sua produção é de grande importância para a redução dos custos (Kona et al., 2001). No presente trabalho, objetivou-se avaliar fungos isolados de bioma de mata atlântica e armazenados na coleção de microrganismos do laboratório de Bioquímica, quanto a capacidade dos mesmos em produzir celulases na presença de diferentes resíduos agroindustriais.
Material e Métodos

Os micro-organismos previamente coletados no Refúgio Biológico Bela Vista da Itaipu Binacional, foram mantidos em tubos contendo meio sólido ágar batata-dextrose (BDA) em temperaturas de 28 °C e 46 °C, fungos mesófilos e termófilos, respectivamente.
Depois de crescidos em meio BDA, foram utilizados para preparar suspensão em água destilada estéril. Esta foi inoculada em meio mineral Czapek, suplementados com 1,0% (p/v) das diferentes fontes de carbono. Sendo todas essas fontes, resíduos agroindustriais, entre eles: a palha de milho, bagaço de cevada, farelo de trigo, casca de laranja e casca de banana. 

Os cultivos em meio Czapek foram realizados em meio sólido, líquido estacionário e líquido agitado por 7 dias em duplicata, após este período, os cultivos passaram por filtrações para obtenção dos extratos extracelulares. Os micélios obtidos foram congelados e posteriormente macerados para obtenção dos extratos intracelulares. Ambos os extratos foram utilizados para dosagens de atividade de celulase, bem como determinação do pH ótimo.
A dosagem da atividade da celulase, tanto extracelular como intracelular realizou-se com o extrato enzimático adicionado com substrato sintético carboxi-metil-celulose (CMC) 1 % e incubados em banho-maria à temperatura de 50 °C por 60 minutos. A reação foi interrompida por adição da solução de ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) e resfriada em banho de gelo a leitura da reação realizada em espectrofotômetro em 540 nm. Os valores de leitura obtidos foram empregados para calcular a atividade enzimática em U/mL através da fórmula proveniente da curva de calibração feita com CMC 1%. Todos os ensaios e dosagens foram realizados em duplicata.
Resultados e Discussão
Entre as espécies de fungos cultivadas e avaliadas, as que obtiveram melhor atividade de celulase extracelular foram as de códigos 2OI2C1M (mesófilo) e 2OI5S1T (termófilo), estes foram os escolhidos para prosseguirem em mais testes e cultivos diferenciados. Estas duas espécies foram identificadas por métodos moleculares por outro estudante do laboratório como: 2OI2C1M, Trichoderma harzianum e 2OI5S1T, Thermoascus aurantiacus. A espécie Trichoderma harzianum foi submetida a uma curva de crescimento de dez dias, em três diferentes condições: líquido estacionário, líquido agitado e sólido, sendo que no líquido estacionário. Obteve-se o melhor desempenho no décimo dia de cultivo na presença de palha de milho como fonte de carbono em cultivo líquido estacionário, exposto na figura 1 abaixo:
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Figura 01- Atividade de celulase nos extratos extracelulares da espécie Trichoderma harzianum em diferentes dias, em meio líquido estacionário, suplementado com palha de milho a 1,0% (p/v).
A espécie T. aurantiacus, também foi avaliada nas três diferentes condições, líquido estacionário, líquido agitado e sólido, sendo que demonstrou boa atividade tanto no cultivo líquido estacionário, quanto agitado. Abaixo temos as figuras 2 e 3, representativas das atividades em diferentes dias em meio líquido estacionário, dos extratos extra e intracelular, respectivamente. O T. aurantiacus apresentou maior atividade de celulase após 10 dias de incubação.
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Figura 02- Atividade de celulase extracelular em diferentes dias do cultivo da espécie T. aurantiacus, em meio Czapek líquido estacionário, suplementado com palha de milho a 1,0% (p/v).
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Figura 03- Atividade de celulase intracelular em diferentes dias do cultivo da espécie T. aurantiacus, em meio Czapek líquido estacionário, suplementado com palha de milho a 1,0% (p/v).
As espécies T. aurantiacus e T. harzianum foram inoculadas em meio Czapek suplementado com diferentes fontes de carbono na concentração de 1,0% (p/v), sendo que T. aurantiacus demonstrou melhor atividade com o resíduo casca de laranja, já o T. harzianum obteve melhores resultados com a palha de milho (dados não mostrados).

Em ensaios de determinação de pH ótimo realizados com os extratos incubados em tampão com pH de 4,0 a 7,0, a melhor atividade foi verificada em pH 4, o que demonstra que a celulase em ambos os fungos, possuem caráter acidófilo.

Estudos da produção de celulases por fungos já foram realizados por outros pesquisadoras, na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Marilia Ribeiro Sales, Rosemery Batista de Moura, Tatiana Souza Porto, Gorete Ribeiro de Macedo e Ana Lúcia Figueiredo Porto, encontraram as mais altas atividades de celulases totais sendo 0,45 e 0,27 U/mL no tempo de cultivo de sete dias com as espécies Aspergillus aculeatus, (Sales et Al., 2010). Sendo então, valores inferiores aos mostrados aqui no presente estudo, pois com as espécies Trichoderma harzianum e Thermoascus aurantiacus obtivemos 4,18U/mL e 6,45U/mL respectivamente, isto ainda antes da optimização.
Conclusão
T. aurantiacus e T. harzianum foram os isolados que apresentam os mais elevados níveis de celulase em palha de milho 1,0% (p/v) como fonte de carbono e outros resíduos agroindustriais. Ambas as celulases mostraram um perfil acidófilo em testes de pH ótimo, sendo muito interessantes para aplicações biotecnológicas diversas.
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Tempo de cultivo (dias)

Atividade celulase U/mL



Líq. agitado

		

		Dia		1		2		3		4		5		6		7		8		9		10

		Branco		0.077		0.087		0.082		0.071		0.089		0.086		0.083		0.085		0.085		0.083

		Abs.1		0.103		0.214		0.186		0.148		0.131		0.129		0.12		0.118		0.097		0.099

		Abs.2		0.105		0.226		0.194		0.158		0.123		0.135		0.125		0.111		0.097		0.113

		Abs.3		0.1		0.223		0.185		0.151		0.146		0.145		0.124		0.124		0.1		0.103

		Abs. Cor.1		0.026		0.127		0.104		0.077		0.042		0.043		0.037		0.033		0.012		0.016

		Abs. Cor.2		0.028		0.139		0.112		0.087		0.034		0.049		0.042		0.026		0.012		0.03

		Abs. Cor.3		0.023		0.136		0.103		0.08		0.057		0.059		0.041		0.039		0.015		0.02

		Abs. Média		0.026		0.134		0.106		0.081		0.044		0.050		0.040		0.033		0.013		0.022

		Atividade em U/mL		2.46		6.43		5.42		4.50		3.14		3.36		2.99		2.72		2.00		2.33

		Atividade 1		2.473		6.172		5.330		4.341		3.059		3.095		2.875		2.729		1.960		2.106

		Atividade 2		2.546		6.612		5.623		4.707		2.766		3.315		3.059		2.473		1.960		2.619

		Atividade 3		2.363		6.502		5.293		4.451		3.608		3.681		3.022		2.949		2.070		2.253

		Média Atividade em U/mL		2.460		6.429		5.415		4.499		3.144		3.364		2.985		2.717		1.996		2.326





Líq. agitado

		



Dias de cultivo

Atividade celulase U/mL

Cultivo em meio líq. agitado



Sólido

		

		Dia		1		2		3		4		5		6		7		8		9		10

		Branco		1.172		0.837		0.688		0.287		0.317		0.552		0.419		0.349		0.3		0.35

		Abs.1		1.173		0.864		0.755		0.33		0.336		0.579		0.397		0.384		0.35		0.409

		Abs.2		1.112		0.923		0.695		0.316		0.36		0.609		0.425		0.402		0.36		0.403

		Abs.3		1.209		0.982		0.703		0.342		0.336		0.617		0.415		0.337		0.345		0.424

		Abs.Cor.1		0.001		0.027		0.067		0.043		0.019		0.027		-0.022		0.035		0.05		0.059

		Abs.Cor.2		-0.06		0.086		0.007		0.029		0.043		0.057		0.006		0.053		0.06		0.053

		Abs.Cor.3		0.037		0.014		0.015		0.055		0.019		0.065		-0.004		-0.012		0.045		0.074

		Abs.Média		-0.007		0.042		0.030		0.042		0.027		0.050		-0.007		0.025		0.052		0.062

		Atividade em U/mL		1.25		3.07		2.61		3.07		2.51		3.34		1.28		2.45		3.41		3.79





Sólido

		



Dias de cultivo

Atividade celulase U/mL

Cultivo em meio sólido



Líq. est.

		

		Dia		1		2		3		4		5		6		7		8		9		10

		Branco		0.175		0.099		0.091		0.086		0.089		0.099		0.115		0.098		0.086		0.091

		Abs. 1		0.117		0.13		0.143		0.123		0.161		0.192		0.221		0.197		0.245		0.268

		Abs. 2		0.17		0.132		0.137		0.133		0.162		0.195		0.203		0.202		0.233		0.272

		Abs. 3		0.179		0.119		0.139		0.137		0.162		0.201		0.179		0.19		0.229		0.264

		Abs.Cor.1		-0.058		0.031		0.052		0.037		0.072		0.093		0.106		0.099		0.159		0.177

		Abs.Cor.2		-0.005		0.033		0.046		0.047		0.073		0.096		0.088		0.104		0.147		0.181

		Abs.Cor.3		0.004		0.02		0.048		0.051		0.073		0.102		0.064		0.092		0.143		0.173

		Abs. Média		-0.020		0.028		0.049		0.045		0.073		0.097		0.086		0.098		0.150		0.177

		Atividade em U/mL		0.80		2.55		3.30		3.17		4.18		5.07		4.67		5.12		7.00		8.00





Líq. est.

		



Dias de cultivo

Atividade celulase U/mL

Cultivo em meio líq. estacionário




