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RESUMO

As B-glicosidases s3o enzimas celuloliticas que apresentam diversas aplica¢des industriais,
como nas industrias de sucos, vinhos e na produgdo de biocombustiveis. Este trabalho teve
por objetivo avaliar o potencial de aproveitamento de residuos agroindustriais para a produgao
de B-glicosidase pelo fungo Aspergillus sp. e determinar parametros de cultivo visando
aumentar a atividade enzimética. Foram avaliados os seguintes pardmetros: tipo de substrato,
tempo de cultivo, solucao nutriente suplementar, pH da solugdo nutriente, umidade inicial do
substrato e temperatura de incubacdo do fungo. Na melhor condi¢dao encontrada, a enzima foi
caracterizada em relagdo ao pH e temperatura 6timos, bem como a estabilidade a estes fatores.
Os valores de atividade da B-glicosidase apresentaram diferenca significativa com o fungo
cultivado nos substratos compostos por farelo de trigo e bagaco de cana (1:1 p/p), farelo de
trigo e bagaco de malte (1:1 p/p) e na mistura dos trés substratos (1:1:1 p/p), em relacao ao
cultivo em farelo de trigo e na mistura de bagaco de cana e bagaco de malte (1:1 p/p). A
atividade enzimatica foi mais elevada nas seguintes condi¢des de cultivo: solucdo nutriente
composta por NHANO3, MgS0O4.7H20 e (NH4)2S04 (0,1%) com pH 4,5 e 5,5, temperatura
de incubagdo do fungo a 35 °C, com umidade inicial do substrato em 65%. A enzima
apresentou maior atividade na faixa de pH entre 4,5 e 5,5, e estabilidade em uma ampla faixa
de pH (3,0 a 8,0). A temperatura 6tima foi de 65 °C e a enzima apresentou de estabilidade
superior a 70% por 1h, até¢ 55 °C. A utilizagdo de residuos agroindustriais proporcionou
elevada produgdo de B- glicosidase pelo fungo, com a enzima apresentando caracteristicas
com potencial de aplicagdo industrial.
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1 INTRODUCAO

As B-glicosidases sdo celulases que desempenham fungdes bioquimicas, fisiologicas e
nutricionais em diversos organismos. A partir do conhecimento dos seus mecanismos de acao,
diversas aplicagdes industriais com estas enzimas vém sendo feitas, tais como a hidrélise de
lignocelulose para produgao de biocombustiveis; hidrolise de glicosideos em sucos de frutas e
vinhos para melhorar aroma; sintese de agliconas bioativas a partir de conjugados de glicosideo;
e produgao de alquilglicosideos, que sao ingredientes tteis de cosméticos e detergentes (Godse
etal.,2021).

A reducdo no custo de producdao e melhoria no rendimento de celulases pode ser
alcangado usando fontes de carbono e nitrogé€nio apropriadas e de baixo custo na formulagao
de meio de cultivo. Portanto, o uso de residuos agricolas disponiveis na obtencao de enzimas
permite a redu¢ao do seu custo global custo de produgdo. Além disso, a aplicagdo destes
residuos em bioprocessos tornou-se importante sob o ponto de vista ambiental, reduzindo
problemas relacionados ao seu manejo inadequado e consequentes danos ambientais (Santos et
al.,2016; Devi et al., 2022).
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Além do substrato, a producdo de B-glicosidase ¢ influenciada pelas condigdes de
cultivo, como tempo de incubacao, pH, temperatura de incubacdo e fontes suplementares de
nutrientes. Portanto, a otimizac¢ao das condi¢des de cultivo ¢ crucial para garantir a producao
maxima de enzimas (Singh et al., 2023).

Diante deste contexto, o trabalho visou avaliar o potencial produgdo de B-glicosidase
pelo fungo Aspergillus sp. em estado solido de residuos agroindustriais sob diferentes condigdes
de cultivo, bem como caracterizar a enzima.

2 MATERIAL E METODOS

Microrganismo e meios de cultivo

Foi estudado o fungo Aspergillus sp., isolado de solo de uma horta agroecologica, na
Fazenda Horta Rio Grande, localizada no municipio de Fronteira/MG. Para repiques
periddicos e conservagdo da cultura pura, foi utilizado meio de cultura composto por 3% de

farinha de aveia (QuakerD) e 1% de agar bacteriologico. As culturas puras foram mantidas
em criotubos, sob solu¢do de glicerol a 20%, em freezer a -80 °C.
Para cada cultivo, foi feito um pré-inoculo, em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo

100 mL de meio composto por farinha de aveia (QuakerD) a 3% e Agar (1%), com pH
ajustado com HCI para 5,5. O fungo foi inoculado na superficie deste meio, por estrias, €
incubado a 30°C até completo crescimento. Apds este periodo, foi feita uma suspensdo com
150 mL de agua destilada, sendo utilizado 2,0 mL da suspensdo como indculo e agua
destilada em quantidade que cada substrato ficasse inicialmente com umidade de 70%.

Produgdo da enzima por cultivo em estado solido e parametros de cultivo

Os cultivos em estado solido foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
utilizando-se 5g dos seguintes substratos: farelo de trigo (FT); farelo de trigo + bagaco de
cana- de-acucar (FT BC) (1:1 p/p); farelo de trigo + bagagco de malte (FT BM) (1:1 p/p);
bagago cana + bagaco de malte (BC BM) (1:1 p/p); e em uma mistura destes trés materiais
(FT BC BM) (1:1:1 p/p). Inicialmente foi utilizado agua destilada esterilizada para hidratagao
do meio, a pH 5,0 e o fungo foi cultivado a 30 °C. A cada 24h, amostras (em triplicata) foram
retiradas até 120 horas.

Para cada amostra, foram adicionados 50 mL de 4gua destilada, sendo a mistura
homogeneizada manualmente e posteriormente mantida sob agitacdo em shaker (140 rpm),
por 20 minutos. Apds este periodo, o material foi filtrado em disco de tecido nylon,
centrifugado a 10000.g por 15 min, a 5 °C, e o sobrenadante foi utilizado para a determinagdo
das atividades enzimaticas.

Para avaliar o efeito da suplementagdo do substrato sobre a produgdo da enzima, foram
utilizadas as seguintes solucdes nutrientes: 1- agua destilada; 2- NH4NO3, MgS04.7H20 e
(NH4)2S04 (todos a 0,1%); 3- extrato de levedura a 0,1%, adicionados inicialmente de modo
que a umidade inicial fosse de 70%. Cada solucdo teve seu pH ajustado de 4,0 a 6,0 (com
variacdo de 0,5 em 0,5), em planejamento fatorial 3x5, com o experimento sendo feito em
triplicata.

Na avaliacao do efeito da umidade inicial do substrato, foram adicionados volumes da
solugdo nutriente (escolhida na etapa anterior), junto ao in6culo, de modo que a umidade inicial
ficasse em 60%, 65%, 70%, 75% e 80%. As temperaturas de cultivo avaliadas foram de 30
°C, 35 °C, 40 °C e 45 °C, em planejamento fatorial 5x4, também em triplicata.

Caracterizag¢do da p-glicosidase

O efeito do pH sobre a atividade de B-glicosidase foi determinado incubando 50 uL de
solucdo enzimatica em 250 pL. do substrato p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (Sigma) (4mM),
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nos seguintes tampoes (0,2 M): citrato de sodio (pH 3,0), acetato de sodio (3,5-5,5), MES (pH
6,0-6,5), HEPES (pH 7,0-7,5), glicina-NaOH (pH 8,0-10,0). Para determinar a estabilidade da
enzima frente a variagdes de pH, um volume final de 1,0 mL (extrato bruto devidamente
diluido em tampao acetato pH 5,0), foi incubado a 8 °C durante 24 horas. Apds o periodo de
incubacdo, a atividade enzimatica foi mensurada na temperatura e pH 6timos da enzima.

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado variando-se a
temperatura entre 40 e 80 °C (de 5 em 5 °C). A termoestabilidade foi avaliada incubando-se o
extrato enzimatico, por uma hora, em temperaturas variando de 10 a 80 °C, seguida da
determinagdo da atividade residual, nas condi¢des 6timas de pH e temperatura.

Determinagao da atividade de p-glicosidase
A determinacdo da atividade de P-glicosidase foi feita com nitrofenol-B-D-
glicopiranosideo, conforme Garcia et al. (2015).

Analise estatistica dos dados

Com os dados gerais obtidos com os diferentes tratamentos aplicados, foi feita a
analise de variancia dos experimentos e aplicacdo do teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade, para as médias obtidas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que os substratos que proporcionaram produgdo significativamente
maior de B-glicosidase pelo fungo foram o farelo de trigo + bagaco de cana (48h a 96h de
cultivo), farelo de trigo e bagaco de malte (48h e 72h de cultivo) e a mistura de farelo de trigo,
bagaco de cana-de-agucar e palha de cana-de-agucar (em 48h, 72h e 120h de cultivo) (Tabela

1.

Tabela 1. Producdo de B-glicosidase por Aspergillus sp. em diferentes substratos e tempos de
cultivo.

Atividade enzimatica (U. g'l)

Substrato Tempo de cultivo (h)

24 48 72 96 120
FT 0Ac 9,3Ba 9,9 Ba 7,6 Bb 6,5 Bb
FT BC 0Ab 12,7 Aa 12,5 Aa 12,5 Aa 12,1 Aa
FT BM 0Ac 13,2 Aa 11,2 Ba 8,9 Bb 8,9 Bb
BC BM 0Ab 4,1Ca 4,5 Ca 6,5 Ba 6,3 Ba
FT BC BM 0Ad 12,5Aa 14,1 Aa 11,0 Ab 13,4 Aa

FT: farelo de trigo; FT BC: farelo de trigo + bagago de cana (1:1 p/p); FT BM: farelo de trigo
+ bagago de malte (1:1 p/p); BC BM: bagaco de cana + bagago de malte (1:1 p/p); FT BC
BM: farelo de trigo + bagago de cana + bagago de malte (1:1:1 p/p).

Médias seguidas de mesma letra maiiscula na coluna e mintiscula na linha nao diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott (5%).

Diante destes resultados, o substrato FT BC BM, no tempo de cultivo de 48h., foi
selecionado para os experimentos posteriores, uma vez que propiciou o aproveitamento dos
trés residuos avaliados, e a produgdo da enzima ocorreu num curto espago de tempo. Varios
estudos relatam o farelo de trigo como um substrato eficiente para a producao de celulases
fingicas tanto de maneira isolada quanto fazendo parte de misturas com outros substratos
(Leite et al., 2008; Garcia et al. 2015; Martins; Martins; Martins, 2020). De acordo com
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Magwaza; Amobonye; Pillai (2024), a mistura de farelo de trigo com outros substratos pode
aumentar a produ¢do de BGL em niveis significativos.

Na avaliagdo do efeito de diferentes solugdes nutrientes suplementares ao substrato FT
BC BM, observou-se que a suplementagdo com solug¢ao de sais em pH 4,5 ou 5,5, ou com
extrato de levedura a pH 5,0 aumentou significativamente a produ¢do da enzima, em relacao a
quando utilizou-se apenas agua (Tabela 2). Assim, foi escolhido para os experimentos
posteriores o cultivo com suplementacao de sais, em pH 4,5, uma vez que neste pH, o risco de
contaminagdo do cultivo fungico por bactérias torna-se menor. Este resultado ¢ similar ao
encontrado por Martins; Martins; Martins (2020), que relataram que a produgdo de -
glicosidase por Myceliophtora heterothallica foi significativamente maior quando o substrato
foi suplementado com a mesma solugao de sais, com pH 4,5.

Tabela 2. Producdo de B-glicosidase por Aspergillus sp, em substrato composto por farelo
trigo, bagaco de cana e palha de cana (1:1:1), suplementado com diferentes solugdes
nutrientes, em diferentes valores de pH, em 4 dias de cultivo. 1- 4gua; 2- NH4NO3 a 0,1%; 3-
(NH4)2504 a 0,1%; 4- NH4NO3, MgS04.7H20 ¢ (NH4)2S04 (todos a 0,1%); 5- extrato de
levedura a 0,1%; 5- 4gua (controle).

Atividade enzimatica (U. g'l)

Solugdo nutriente pH

4,5 5,0 5,5 6,0
Agua (controle) 18,4 Ba 16,0 Ba 16,7 Ca 16,5 Aa
Solucao de sais 28,7 Aa 23,0 Ab 27,3 Aa 16,2 Ac
Extrato de levedura 18,8 Bb 22,7 Aa 20,1 Bb 15,8 Ac

Meédias seguidas de mesma letra maiiscula na coluna e mintiscula na linha nao diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott (5%).

A utilizagcdo de fontes suplementares de nutrientes ao substrato ¢ importante para o
crescimento fungico e producgdo de enzimas. Gottschalk ef al. (2013) relatam a importancia da
suplementagdo de Nitrogénio ao substrato, indicando que geralmente fontes inorganicas de
Nitrogénio geralmente sdo mais facilmente assimildveis por fungos do que as fontes
organicas. O pH inicial do meio tem um grande efeito sobre o crescimento € producao de f3-
glicosidases microbianas, pois pode afetar a permeabilidade das células e outras atividades
fisiologicas. Em cultivo em estado so6lido, a maioria dos fungos filamentosos sdo conhecidos
por sua capacidade de crescer sob uma ampla faixa de pH, devido a capacidade de
tamponamento desses substratos solidos (EI-Ghonemy, 2021).

Nas melhores condi¢des estabelecidas nos experimentos anteriores, foi determinado o
efeito da umidade inicial do substrato (FT BC BM) e da temperatura de incubacao do fungo,
sobre a atividade da B-glicosidase. A condi¢do que proporcionou maior atividade da enzima,
com diferenga estatistica significativa, foi com incubacdo do fungo a 35 °C, em umidade de
65% (Tabela 3).

Tabela 3. Producdo de B-glicosidase por Aspergillus sp. em substrato composto por farelo
trigo, bagago de cana e palha de cana (1:1:1), suplementado com NH4NO3, MgS0O4.7H20 e
(NH4)2S04 (0,1%), pH 4,5, em 48h de cultivo, sob diferentes condigdes de umidade e
temperatura de incubacao do fungo.

Atividade enzimatica (U.g" 1)
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Temperatura de  _ Umidade inicial do substrato (%)
incubagdo (°C)  _

60 65 70 75 80
30 4,8 Bb 7,2 Cb 8,5Cb 13,1 Ba 14,9 Ba
35 21,9 Ac 31,6 Aa 25,8 Ab 17,4 Ac 19,8 Ac
40 24,5 Aa 20,3 Ba 11,9 Cb 10,2 Bb 12,1 Bb
45 19,5 Aa 18,5 Ba 17,4 Ba 11,6 Bb 12,1 Bb

M¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre
si pelo teste de Scott- Knott (5%).

A temperatura de cultivo mais apropriada para a obten¢do de [B-glicosidase pelo
Aspergillus sp. (35 °C) ¢ similar aos valores encontrados por Elyas ef al. (2010) e Pirota et al.
(2016) B-glicosidases de fungos do género Aspergillus. No cultivo em estado solido, a
determina¢do da umidade inicial do substrato também ¢ um fator essencial para o crescimento
fingico e produgdo enzimatica (Rodriguez-Zuiga et al., 2011).

O pH o6timo da B-glicosidase foi entre 4,5 e 5,5, quando incubada a 60° C (Figura 1).
Observou-se que a enzima mantém mais de 85% de sua atividade em uma ampla faixa de pH
(3,0 a 8,0). Na faixa de pH 6timo (4,5 a 5,5), manteve mais de 97,0% de sua atividade apds
24h (Figura 01), mostrando elevada estabilidade a varia¢des de pH.

Figura 1. Efeito do pH sobre a atividade da B-glicosidase do fungo Aspergillus sp. —m- pH
otimo; - - estabilidade ao pH, durante 24h, a 8°C.
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O valor de pH 6timo da enzima do fungo Aspergillus sp. ¢ similar aos descritos na
literatura para B-glicosidases fungicas. Baffi et al. (2011) relatam que a maioria das f-
glicosidases apresentam pH oOtimo entre 4,0 e 6,0. Com relacdo a estabilidade frente a
variagOes de pH, a enzima apresentou elevada estabilidade (mais de 90%) em uma ampla faixa
de pH (3,5 a 8,0), sendo que na faixa de pH 6timo, a enzima manteve mais de 97% da
atividade.

A atividade da B-glicosidase foi maior nas temperaturas de 60°C e 65°C. A partir desta
temperatura, a atividade diminuiu, especialmente a 75 °C (Figura 2). Quanto a
termoestabilidade, os resultados mostraram que a [-glicosidase apresenta estabilidade
superior a 90%, 80% e 70% quando exposta por lh a temperaturas de 40° C, 50° C e 55° C,
respectivamente (Figura 02).
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Figura 02: Efeito da temperatura sobre a atividade da B-glicosidase do fungo Aspergillus sp.
-m- temperatura 6tima; - - estabilidade a diferentes temperaturas, por 1 hora.
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A temperatura 6tima da B-glicosidase do fungo Aspergillus sp. esta acima da faixa de
temperatura Otima destas enzimas produzidas por diferentes fungos mesofilicos. Quanto a
termoestabilidade, os resultados apresentados sdo similares aos encontrados para outros
fungos mesofilicos (Baffi et al., 2011; El-Ghonemy, 2021).

4 CONCLUSAO

A utilizacao de residuos agroindustriais como substrato proporcionou boa produgao de
B-glicosidase pelo fungo Aspergillus sp., com a enzima apresentando caracteristicas desejaveis
do ponto de vista de sua aplicacao industrial, tais como boa termoestabilidade e estabilidade em
uma ampla faixa de pH. A otimizagdo de parametros fermentativos mostrou-se fundamental
para a maior produ¢do da enzima.
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