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RESUMO: (Produgao de enzimas amiloliticas por Macrocybe titans em residuo do processamento de cerveja). O
perfil enzimatico amilolitico de Macrocybe titans foi definido em cultivo com substrato ndo compostado, bem como
monitorou-se a produc@o de massa micelial. A produgao das enzimas o-amilase e glicoamilase foi determinada em
meio contendo bagago de malte, residuo do processo cervejeiro, suplementado com bagaco de mandioca e trés tipos de
farelos: farelos de soja, trigo e arroz. O crescimento micelial axial do fungo foi avaliado assim como determinados os
parametros de processo. A determinagéo das atividades enzimaticas acompanhou a cinética de produgao das enzimas e
proteinas totais nos tratamentos que apresentaram maior crescimento vegetativo. Verificou-se que nos meios contendo
o farelo de soja observou-se maior formagao de hifas em relagéo aos demais farelos, o que indica maior velocidade de
crescimento fingico em substratos com alta concentragdo em nitrogénio. As variagdes de pH evidenciaram uma ten-
déncia para acidificagdo em todos os tratamentos, com pequena variacao da umidade e da atividade de 4gua. Também
foi observada correlacdo entre as atividades a-amilase e glicoamilase com a biomassa vegetativa, sendo os valores
de atividade similares e decrescentes, porém superiores no tratamento com menos concentragdes em farelo de soja.
Palavras-chave: bagaco de malte, Macrocybe titans, a-amilase e Glicoamilase, farelo de soja.

ABSTRACT: (The production of amylolytic enzymes by Macrocybe titans in brewing residue). The amylolytic en-
zymatic profile of Macrocybe titans it was defined in cultivation with a no composted substrate, as well as monitored
the production of mycelial mass. The production of the enzymes was determined in a medium containing brewer’s
spent grain, supplemented with cassava bagasse and three kinds of meals: soybean meal, wheat brain and rice bran.
The axial mycelial growth of the fungus it was evaluated as well as in specific process parameters. The determination
of the enzymatic activities followed the kinetics of the production of enzymes and total proteins in the treatments that
presented the highest vegetative growth. In the media containing soybean meal, there was a greater rate of formation of
hyphae in relation to other meals, which points out that the fungus grows faster in substrates with a high concentration
of nitrogen, with. The variations in the pH value evidenced a tendency for acidification in all the treatments, with a low
variation of moisture level and water activity. In relation to the enzymatic activities of a-amylase and glucoamylase,
there was correlation with the vegetative biomass, and the activity values were similar between each other and decreas-
ing, however, greater in the treatment with lower concentrations of soybean meal.

Key words: Bagasse of brewer’s spent grain, Macrocybe titans, a-amylase and Glucoamylase, soybean meal.

INTRODUCAO obtidos em sistemas empregando reatores bioldgicos
ainda s3o limitados ao meio académico, sendo os prin-
cipais empregados para a produgdo de enzimas. Outros
compostos como antibidticos, esteroides, vitaminas, aci-
dos organicos e aminoacidos também sao mencionados
(Souza et al. 2008). Das varias enzimas produzidas, as
amilases sdo amplamente estudadas devido a importancia

Diferentes processos industriais produzem residuos
que necessitam de destino adequado, pois além de criar
potenciais problemas ambientais, representam perdas
de matérias-primas e energia, exigindo investimentos
em tratamentos para controlar a poluicao (Pelizer et al.

2007). Das diversas tecnologias empregadas para reduzir
ou minimizar esses residuos, a utilizagdo de processos
bioldgicos sao uma das alternativas ja que estes podem
ser empregados como biomassa para cultivo de fungos
de interesse econdmico, podendo ser para consumo ali-
mentar (Tonini et al. 2007), para produgdo de extratos
ativos para uso terapéutico e cosmético (Mohorcic ef al.
2007), dentre outros.

Produtos da FES (Fermentagdo em Estado So6lido)

na hidrélise do amido (Spier et al. 2006) para aplicagdes
nas industrias alimenticias, té€xtil e de papel (Gupta et al.
2003; Pandey et al. 2005). As amilases hidrolisam os
amidos e so classificadas em varias formas, dependendo
de como atuam sobre as moléculas de amido. Quanto a
natureza das ligagdes hidrolisadas, as amilases podem ser
reunidas em cinco classes: a-amilases, f-amilases, isoa-
milases, glicoamilases, ciclodextrina-glicanotransferase
(Cornelis 1987).
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Para o estudo de producdo de enzimas em meio s6lido,
os fungos sdo os organismos usualmente empregados,
sendo que os basidiomicetos estdo sendo cada vez mais
estudados quanto a capacidade de produg@o de enzimas
(Faria et al. 2007). Souza et al. (2008), estudaram a for-
magao de halos enzimaticos produzidos pela amilase em
basidiomicetos cultivados em varias fontes de carbono,
e verificaram que em amido de milho, maltose e farelo
de trigo foi detectada a produg@o de amilases em varios
isolados, particularmente em Daedalea sp.

Mas a classe dos fungos basidiomicetos mostra uma
infinidade de espécies, mais de 25.000 (Putzke e Put-
zke 2002), e a minoria ¢ estudada. Exemplo disso ¢ o
fungo Macrocybe titans, género encontrado no Brasil,
a cerca de sete anos, pelo especialista em taxonomia
de macrofungos, André de Meijer, em Antonina (PR)
(Sayka 2008), e o qual apresenta poucos registros no
pais. A potencialidade deste fungo como produtor de
enzimas ainda ndo encontra registros na literatura. Além
disso, caracteristicas fisiologicas, condigdes de cultivo,
potencial biotecnologico, ainda ndo estdo documentados,
tendo-se apenas conhecimento de estudos que indicam
auséncia de produgao de toxinas classicas (Stijve 2004).

Na obtengao de enzimas pelos basidiomicetos, sugere-
-se que a producado seja regulada pela fonte de carbono
ou substrato utilizado. O emprego de biomassa resultante
do processo de produgdo de cerveja ¢ um exemplo de
biomassa para cultivo de fungos.

A regido de Blumenau destaca-se no cenario catari-
nense como o local de maior incidéncia de industrias de
cerveja. Além disso, grandes industrias estdo estabele-
cidas em Santa Catarina, contribuindo ainda mais para
a geracao de residuos agroindustriais. Esse processo
industrial gera residuos que necessitam de destino ade-
quado, pois além de criar potencias problemas ambien-
tais, representam perdas de matérias-primas e energia,
exigindo investimentos em tratamentos para controlar a
poluicao (Pelizer et al. 2007).

O bagago de malte, residuo da filtragdo do mosto (mis-
tura do malte com agua) em uma das etapas do processo
cervejeiro, ¢ composto principalmente pela casca da
cevada que apresenta em sua composi¢do hemicelulose,
lignina e celulose, além de proteinas e cinzas. As cinzas
sdo representadas pelos minerais que atuam como cofa-
tores enzimaticos no metabolismo celular. As proteinas

fornecem nitrogénio organico para a multiplicagio celu-
lar, enquanto que a hemicelulose e a celulose, fontes de
carbono, sdo convertidas em moléculas de agua e CO,
pelos fungos, que sdo dotados de um complexo enzima-
tico para tal fim (Buswell et al. 1995; Vieira et al. 2008).

Em basidiomicetos, os requisitos nutricionais e am-
bientais no crescimento micelial (fase vegetativa), podem
evidenciar a capacidade degradativa e refletir diretamente
na produtividade enzimatica. Neste trabalho teve-se por
objetivo estudar o crescimento micelial e a producdo de
a-amilase e glicoamilase de M. titans utilizando bagaco
de malte suplementado com diferentes farelos (trigo,
arroz e soja).

MATERIAL E METODOS

Material biologico

Os experimentos deste trabalho foram desenvolvidos
nos Laboratorios de Engenharia Bioquimica e de Pro-
cessamento de Alimentos do Departamento de Enge-
nharia Quimica do Centro de Ciéncias Tecnologicas da
Universidade Regional de Blumenau (FURB). O fungo
utilizado M. titans, linhagem CNPF 131, foi proveniente
do Laboratorio de Microbiologia da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuadria - Centro Nacional de Pesquisa
em Florestas - EMBRAPA FLORESTAS, Colombo, PR,
conservado em tubos de ensaio contendo meio Batata
Dextrose-Agar (BDA), a 4°C = 1°C.

Em condigdes assépticas, aproximadamente 25 mL
de meio BDA foram colocados em placas de Petri e
inoculados fragmentos de micélio como discos de 7 mm
de diametro proveniente de cultura estoque, no centro de
cada placa. Estas foram mantidas em estufaa 25°C+ 1 °C
até completo preenchimento (Depcke et al. 2008). Estas
placas, denominadas de matrizes secundarias, foram
utilizadas para a obten¢@o do indculo.

Substratos para o crescimento micelial axial

O bagaco de malte recém processado e proveniente da
producao de cerveja Pilsen foi obtido de uma cervejaria
do Vale do Itajai (SC) na granulometria de 0,3 cm £ 0,1
em junho de 2008. Como fontes de nitrogénio foram
empregados farelo de soja, trigo e de arroz. O farelo de
soja foi cedido pela Empresa Biingue Alimentos, unidade

Tabela 1. Quantidades dos residuos e suplementos (gramas) para formagao do substrato dos diferentes tratamentos.

Material Lignoceluldsico

Fonte de amido

Fonte de Nitrogénio

Substratos
Bagaco de malte Farelo de mandioca Farelo de soja Farelo de arroz Farelo de trigo
Tratamentos (gramas)

01 30 4,0 1,5

02 30 4,0 1,5

03 30 4,0 1,5
04 30 4,0 4,0

05 30 4,0 4,0

06 30 4,0 4,0
07 30 4,0 7,0

08 30 4,0 7,0

09 30 4,0 7,0
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localizada em Mato Grosso. Esse residuo foi triturado
em liquidificador industrial e peneirado para obtencao
de um farelo, obtendo uma granulometria de 2 mm a 5
mm. O farelo de trigo comercial foi adquirido em agro-
pecudrias no municipio de Blumenau com uma granulo-
metria aproximada de 1 mm usado de forma original e o
farelo de arroz, também com granulometria aproximada
de 1 mm, foi fornecido pela indistria Roza Cereais e
Beneficiamento de Arroz da cidade de Massaranduba —
SC. Como fontes de carbono foi utilizado o bagaco de
mandioca, fornecido pela empresa Amafil de Cianorte
(PR), ja desidratado e com a granulometria de 1 a 2 mm.

A mistura de substratos resultou em nove tratamentos
(Tab. 1) com cinco repeti¢des cada, umidificados (70%
de umidade) e colocados em frascos cilindricos de 350
mL fechados com tampas metalicas com abertura de %2
polegada na parte central e coberta com papel filtro. Apos
esteriliza¢do dos frascos, fragmentos de micélio foram
colocados por toda a superficie e incubados a 25 °C. Duas
fitas de papel milimetrado foram fixadas em posigoes
opostas para facilitar a medida da extensdo do substrato
ocupado pelas hifas no sentido axial (Tonini ez al. 2007).

Medida do Crescimento micelial axial

Iniciada a formagao das hifas no substrato, foram
realizadas medidas didrias do crescimento micelial. A
contagem foi interrompida quando o primeiro frasco
apresentou completa colonizagdo do substrato. A velo-
cidade média de crescimento micelial axial foi calculada
pela equagao 01:

o L
Na qual:
Vm = velocidade média de crescimento micelial axial
(cm/dia)

Cf = medida do comprimento da dispersdo do micélio
no tempo final (cm)
Tf = Tempo final (dias)

Para a comparagdo entre os diferentes tratamentos
foram calculadas a média do comprimento da dispersao
do micélio pela equacdo 02.

Na qual:
CT = Média total dos frascos (cm) (5 repetigdes).
C = Somatoria de todos os valores (cm)
10 = Numero de leituras realizadas

A comparacdo dos resultados foi realizada por analise
de variancia (ANOVA) e teste de média (Tukey) com
nivel de significancia de 5 %, utilizando-se o programa
Testes Paramétricos com desenvolvimento em planilha
Excel confeccionado pelo Professor Msc. Carlos Efrain
do Departamento de Matematica (FURB).

Determinac¢do das Atividades Enzimaticas e Ex-

tracdo das enzimas do meio solido

A determinacdo cinética das atividades enzimaticas

foram realizadas nos tratamentos T4 e T7 (4,0ge 7,0 g
de farelo de soja) nos tempos 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
36, 38 e 40 dias de cultivo, ap6s a colonizacdo do micélio
por todo o substrato.

Para a extracdo da enzima foi adaptado o método
descrito por Maiorano (1990) usando 1g de amostra para
15 mL de 4agua destilada, sem agitagdo, durante 30 mi-
nutos. Apos filtragdo, o extrato resultante foi empregado
para determinagdo da atividade das enzimas a-amilase
e glicoamilase.

Atividade de a-amilase

Foi empregado o método proposto por Bernfield (1955)
citado por Aiyer (2004). Em um banho termostatizado a
37°C, colocou-se um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de
amido soluvel 1% (MERCK) juntamente com 0,2 mL da
amostra proveniente da extracdo. O pH da amostra foi
ajustado para 5,2 e a reag@o ocorreu por 30 minutos. Em
seguida foi levada a um banho de gelo a fim de parar a
atividade da enzima. Em tubos de Duran misturaram-se
15 pL de amostra da hidrélise com 1,5 mL de reagente
enzimatico, agitou-se e deixou-se em repouso por 10
minutos & temperatura ambiente. A glicose liberada na
reacdo de hidrolise descrita foi analisada pelo método da
glicose-oxidase, conforme Silva et al. (2005), utilizando
procedimento descrito no Kit enzimatico Glicose Enz —
Color, adquirido do Laboratério de Analises Clinicas —
Laborclin de Vargem Grande Pinhais - PR. As amostras
foram lidas na absorbancia de 500 nm em espectrofoto-
metro UV-1650 PC, UV-Vis Shimadzu.

Uma unidade de atividade de a-amilase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para a liberagao
de 1 umol de glicose por minuto, nas condigdes padro-
nizadas, sendo determinada de acordo com a seguinte
equacdo (Dalsenter ef al. 2005):

R b4 R M

Aa =£xVAmtdoxPngE

Na qual Aa = atividade de a-amilase (U.g!)

G =concentracao da glicose pelo método glicose-oxidase
(gL

V., it = (volume do amido) (0,5 mL)

VR = Volume de meio reacional (0,7 mL)

VA = Volume de amostra utilizada (0,2 mL)

PMg = Massa molecular da glicose (5,56 pmol.L")

TR = Tempo de reacdo (30 minutos)

VE = Volume da extracdo (15 mL)

ME = Massa seca da amostra utilizada (1 g)

Atividade de Glicoamilase

A atividade de glicoamilase foi determinada pelo
método da glicose-oxidase, apds reacdo de hidrdlise
(Dalsenter et al. 2005). Transferiram-se 5 mL de solu-
¢do de amido 4% (MERCK) para tubos de ensaio, em
banho termostatico até atingir a temperatura de 60 °C.
Adicionou-se ImL da amostra proveniente da extracao,
diluida conforme necessidade e a reagdo ocorreu por
30 minutos. Em seguida os tubos foram para um banho
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de gelo. A medida da glicose liberada foi determinada
conforme descrito para a enzima o-amilase.

A medida da glicose livre foi feita pelo método da
glicose-oxidase usando 15 pL da amostra do extrato,
com posterior leitura em espectrofotometro UV-1650 PC,
UV-Vis Shimadzu na absorbancia de 500 nm.

A atividade da enzima glicoamilase (Ag) em que uma
unidade de atividade de glicoamilase foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para a liberagdo de
Iumol de glicose por minuto, nas condigdes padroniza-
das, foi determinada conforme a equacdo 03. No entanto,
a variavel G (glicose) foi a glicose livre e as variaveis
V...uo (volume de amido), VR (volume de meio reacional)
e VA (volume de amostra) foram: 5 mL, 6 mL e 1 mL,
respectivamente.

Extrag¢do das proteinas do meio solido

A concentragdo das proteinas totais dos meios para
quantificacdo da atividade especifica das enzimas foi
determinada em, 0,1g, de substrato, adicionando de 1mL
de uma solug@o com 0,4g de NaOH em 10 mL de agua
destilada e de 1 mL de agua destilada em tubo Duran.
Apds agitacdo, os tubos foram levados a agua fervente
durante 5 minutos, resfriados em banho de gelo e cen-
trifugados por 15 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante
foi usado para dosagem de proteinas totais pelo método
proposto por Bradford (1976).

Calculo das atividades enzimdticas especificas

A atividade especifica (AS) de a-amilase e de glicoa-
milase expressa em U.mg™! de proteinas totais produzidas
pelo fungo M. titans foi quantificada usando a equagao
abaixo:

Onde:

AS = Atividade especifica (U.mg!);

AE = Atividade enzimatica no tempo t (U.g");
PT = Proteinas totais no tempo t (mg.g™).

Determinag¢oes Analiticas

As determinagdes analiticas foram realizadas no inicio
e no término dos experimentos de analise do crescimento
micelial.

O pH foi medido utilizando um potencidmetro digital
(DIGIMED, modelo DM 20). As amostras (1 g) foram
suspensas em 10 mL de 4agua destilada. Esperaram-se
10 minutos com agitagdo intermitente e procedeu-se a
leitura em potenciometro digital.

A A.a. (atividade de agua), que representa a agua
disponivel no meio, foi medida utilizando o aparelho
AQUALAB, que, de acordo com o manual, utiliza a
técnica de determinacdo do ponto de orvalho em espe-
lho encapsulado. Essa técnica é originaria da média de
umidade relativa aprovada pelo AOAC (Associacdo de
Quimicos Analistas).

Para determinacao da umidade utilizou-se a adaptacdo
feita por Maiorano (1990) do método n° 14004 da A. O.

A. C. (Association of Official Analytical Chemistry) de
determinacdo de umidade em cereais.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Efeito da concentragdo dos suplementos no cres-

cimento micelial axial de M. titans

Os fungos constituem um dos grupos de microrganis-
mos mais importantes na atividade de decomposicao da
matéria organica em fung@o de sua capacidade especia-
lizada de degradacdo. Esta atividade ocorre, sobretudo,
na sua fase vegetativa ou micelial. Nas Figs. 1A, 1B
e 1C, sdo mostradas imagens do micélio de M. titans
colonizado nos substratos dos 9 tratamentos. Micélio de
cor branca proprio de basidiomicetos foi observado em
todos os tratamentos com odor fraco e indeterminado. O
crescimento do micélio foi uniforme, simétrico e denso,
sendo proporcional ao teor de nitrogénio, j& que os tra-
tamentos que continham farelo mais rico em proteinas,
farelo de soja, 45% (Tonini et al. 2007), indicaram mais
intensamente estas caracteristicas.

A colonizagdo inicial de M. titans (“Brown-rot”) no
substrato foi muito lenta, tendo as hifas se fixado apods
sete dias da inoculacdo. A partir dai a total colonizacao
dos substratos foi obtida ao final de dezesseis dias de
cultivo nos tratamentos T7, seguido do T4, que continham
maior quantidade de farelo de soja. Fungos da podridao
branca, conhecidos como “White-rot”, degradam todas
as estruturas das paredes celulares vegetais, diferindo
a velocidade com que cada um destes constituintes ¢é
degradado, ao contrario dos fungos da podriddo cas-
tanha ou “Brown-rot”, que degradam seletivamente os
carboidratos, com limitada degradagdo da lignina, que
resta em grandes quantidades nos substratos colonizados
por estes fungos (Pandey et al. 2005).

Quanto ao maior comprimento da dispersdao do mi-
célio nos tratamentos T7 e T4, se deve ao fato destes
conterem farelo de soja que apresenta alta concentragdo
em nitrogénio, 45%, conforme estudo de Tonini et al.
(2007). Fernandes et al. (2008) também estudaram os
efeitos dos farelos de soja, arroz e trigo no crescimento
micelial radial, estudo realizado em placas de petri, em
Lentinula boryana, obtendo a mesma resposta de maior
eficiéncia da soja comparativamente aos demais farelos
para o aumento do comprimento da dispersdo do micélio
do fungo.

O efeito dos tipos e concentracdes de suplementos €
visualizado no grafico da Fig. 2 e Fig. 3. A velocidade
média de formagao das hifas foi superior nos tratamentos
T7 e T4 com cerca de 0,3 cm.dia’!, similar ao obtido por
Depcke et al. (2008) em meio contendo agar glicose
com farelo de soja onde a velocidade média atingiu 0,36
cm.dia’. Entre o farelo de trigo e o de arroz nao houve
diferenca estatistica entre a média do crescimento mice-
lial total do fungo.

A importancia do nitrogénio no crescimento micelial
foi observada por Kim et al. (2002), que utilizaram

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 8, n. 3, p. 285-293, jul./set. 2010



Enzimas amiloliticas de M. titans em residuo de cerveja 289

fontes inorganicas e organicas e concluiram serem as
ultimas, melhores pra incrementar a produgdo de bio-
massa. Justifica-se a importancia da suplementagdo em
nitrogénio no meio de cultura, ja que este atua na sintese
de aminodcidos, proteinas, acidos nucléicos e de algumas
vitaminas pelo fungo. No entanto, altas concentragdes ini-
bem a sintese de enzimas lignoliticas (Silva et al. 2005).
Segundo Maziero (1990), em elevada concentragdo, o
nitrogénio reprime a degradagdo da lignina, retardando
ou até inibindo o desenvolvimento do fungo.

Figura 1. Frascos com micélio de Macrocybe titans colonizado nos

substratos dos 9 tratamentos com 16 dias de cultivo a 25 °C, descon-
tando os dias de preenchimento da superficie superior do substrato
com massa micelial.

ab

Crescimento micelial total, cm

O R, N W AU O N 0 O
L
o

T1 T2 T3 T.4 T5 T.6 T.7 T.8 T.9

Tratamentos

Figura 2. Crescimento micelial de Macrocybe titans em diferentes
tratamentos com substrato a base de bagago de malte, bagaco de man-
dioca e farelos de arroz, soja e trigo. (Letras diferentes representam
diferenga significativa a 5%).

Varia¢do do pH, umidade e atividade de dgua dos

substratos durante o crescimento micelial axial

Os valores iniciais de pH dos 9 tratamentos entre 5,8
e 6,0 reduziram para 4,8 a 5,6 ao final do crescimento
micelial. Segundo Santos, Furlan e Gern (2000), o cres-
cimento micelial implica na secre¢do de exoenzimas,
polissacarideos, antibioticos e dcidos organicos, os quais
reduzem o pH. A reducdo do pH por L. edodes é conse-
qiiéncia da producao de diversos acidos organicos, como
acido acético e succinico produzidos pelo fungo (Robbers
et al. 1997). Zadrazil (1997) citado por Santos, Furlan e
Gern (2000), relata que algumas espécies de basidiomi-
cetos possuem uma caracteristica auto-reguladora de pH,
com tendéncia a se estabilizar no valor de pH 6timo para
seu crescimento, independente do valor de pH inicial.
Este fato também foi constatado por Vieira et al. (2008)
em estudo com Polyporus tricoloma para produgdo de
antibiotico, o qual relata que o valor do pH inicial tam-
bém nao parece influenciar no alongamento das hifas
de M. tatins. Depcke et al. (2008) avaliaram os efeitos
dos valores de pH inicial (5, 6, 7, e 8) no crescimento
micelial radial de M. titans em meio BDA, e segundo os
autores ndo houve influéncia no crescimento micelial,
tendo uma velocidade média de crescimento radial em

0,4
0,35 -
0,3 4
0,25 +
0,2 4
0,15 4
0,1 4
0,05 -

Velocidade média, cm.dia?

T1 T2 T3 T.4 T.5 T.6 T.7 T.8 T9

Tratamentos

Figura 3. Velocidade média do crescimento micelial axial de Macrocy-
be titans nos diferentes tratamentos apos 16 dias de cultivo, com subs-
trato base de bagago de malte, bagaco de mandioca e farelos de arroz,
soja e trigo. Letras diferentes representam diferenga significativa a 5%.
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Tabela 2. Atividade de d4gua no tempo final nos diferentes tratamentos.

Tratamentos Atividade de agua (A.a.)
01 0,991
02 0,995
03 0,997
04 0,999
05 0,996
06 0,994
07 0,995
08 0,993
09 0,994

torno de 0,35 cm/dia.

Segundo Schisler (1982), variagdes mais efetivas nos
niveis de pH podem indicar diferenga na capacidade
degradativa entre espécies e/ou estirpes, ja que tais per-
fis podem ser atribuidos a geragdo de acidos organicos,
resultantes da degradag@o de aguicares consumidos como
fonte de carbono para o crescimento vegetativo, embora
ndo possa ser ignorada a oxidag@o da lignina que acarreta
na formagao de derivados acidos.

Para fungos como Aspergillus niger, Spier et al.
(2006), concluiram que o melhor pH para a producao
de a-amilase e glicoamilase foi entre 4,0 e 6,0, valores
esses similares ao deste estudo com M. titans. Outro
estudo sobre o pH 6timo para a produgdo de a-amilase
e glicoamilase foi realizado por Silva e Peralta (2000),
que obteve como 5,0 o valor adequado para a produgio
das enzimas pelo fungo Aspergillus fumigatus.

Parametros fisicos como umidade e atividade de agua
sdo importantes para a formagao de biomassa e enzimas.
A umidade do meio ¢ necessaria para a utilizagdo dos
agucares, transformando o ambiente de crescimento.
Este crescimento resulta no aumento da temperatura
pela atividade dos fungos, que utilizam agtlicares e subs-
tancias prontamente assimildveis no substrato. Os teores
de umidade adequados ao crescimento de organismos
filamentosos promovem a sintese de uma variedade de
enzimas extracelulares (Schisler 1982).

No cultivo de M. titans, a umidade manteve-se em
torno de 70%, com uma perda de aproximadamente
4%. Bano et al. (1987), explicam que teores de umidade
acima de 80% podem levar a contaminag¢@o bacteriana,
acompanhado de contaminagdo fungica. Alto teor de

Tabela 3. Produgao de a-amilase pelo fungo Macrocybe titans.

umidade também diminui a porosidade, a difusdo de
oxigénio e a eliminagdo de didxido de carbono. Por outro
lado um baixo teor de umidade pode levar a um menor
crescimento (Dalsenter et al. 2005).

Quanto a atividade de agua (A.a) em cultivos em
meio sélido, esta deve ser a minima necessaria para os
processos metabolicos e para evitar as contaminagoes.
O conhecimento do teor da A.a. de um substrato em FES
¢ essencial para o acompanhamento da sua integridade,
preservacdo e manuten¢do do tempo de processo. Em
substratos com A.a. a partir de 0,65 pode ocorrer prolife-
racdo de contaminantes, sendo que até¢ A.a. 0,75, somente
alguns tipos microbianos tais como: bactérias halofilicas,
leveduras osmofilicas e bolores xerofilicos podem se
desenvolver (Ferreira Neto, Figueiredo e Queiroz 2005).
Para basidiomicetos, a A.a. deve apresentar valores acima
de 0,89 para que ocorra producao de biomassa (Tavares
2008). Em todos os tratamentos a A.a. do substrato esteve
entre 0,991 ¢ 0,999 (Tab. 2).

Atividades enzimaticas de a-amilase e glicoamilase

Considerando a cinética de producao de biomassa,
observado nas figuras 2 e 3, onde constatou-se que os
tratamentos suplementados com farelo de soja, nas
concentracdes de 4,0 g e 7,0 g, foram mais efetivos no
crescimento micelial quando comparado aos demais
tratamentos, promovendo o crescimento do micélio de
M. titans em ambos os substratos, integralmente (até
o final do frasco), a analise de atividade enzimatica e
proteinas foram realizadas nos tratamentos T4 e T7 apds
22 dias de cultivo.

A dinamica de atividade enzimatica demonstrou que o
fungo utilizou carboidratos disponiveis para formagao de
biomassa e colonizag@o do substrato (Figs. 4 ¢ 5). Como
as determinacdes enzimaticas, realizadas apds 22 dias
de incubag@o, com o passar do tempo deve ter ocorrido
reducdo de carbono de facil assimilagdo, permanecendo
ainda em altas concentragdes as reservas em material
lignocelulésico.

No bagago de malte, por se tratar de substrato que con-
tém material lignocelulosico, o fungo precisaria de niveis
mais elevados de enzimas hidroliticas e oxidadativas no
meio, pois ndo houve processo prévio de degradagdo da

Tratamento 4

30,0g bagago de malte + 4,0g farelo de mandioca + 4,0g

Dias de cultivo farelo de soja

Tratamento 7
30,0g bagago de malte + 4,0g farelo de mandioca +
7,0g farelo de soja

Atividade Enzimatica Atividade Especifica Atividade Enzimatica Atividade Especifica

U.g' U.mg' U.g' U.mg'
22 9,869 0,05029 2,1545 0,007382
24 12,7185 0,064811 0,4865 0,001667
26 6,672 0,033999 3,058 0,010478
28 4,3785 0,022312 6,1855 0,021194
30 7,2975 0,037187 6,1855 0,021194
32 7,9925 0,040728 3,1275 0,010716
34 3,475 0,017708 1,856 0,009
36 1,946 0,009916 1,668 0,005715
38 6,672 0,033999 1,5985 0,005477
40 3,1275 0,015937 2,502 0,008573
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Figura 4. Atividade enzimatica de a-amilase, expressa em U.g"!, de
meio solido pelo fungo Macrocybe titans.

lignina e da celulose do bagago. Por ser um fungo de
podriddo marrom (fungo que utiliza a celulose e outros
componentes afins da parede da célula e deixa a lignina
em condigdes praticamente idénticas), M. titans pode
ter encontrado limitagdo em fonte de carbono assimilavel.
Isso demonstra que o processo de preparo do substrato, a
formulagdo e o estdgio inicial de degradac¢ao, podem ser
fatores determinantes nos niveis de atividade enzimatica.

As enzimas s3o de fundamental importancia para o
crescimento micelial, pois sdo responsaveis pela despo-
limerizacdo da celulose, hemicelulose ¢ do amido. Os
acucares formadores destes polimeros constituem uma
fonte de carbono necessaria para a atividade metabodlica
(Buswell, Cai e Chang 1995). M. titans deve utilizar a
celulose e outros componentes afins deixando a lignina
em condi¢des praticamente idénticas. Também pode
ter ocorrido a limitagdo de acesso as fontes de carbono
da celulose e hemicelulose. Portanto, hd necessidade
do fornecimento de material de mais facil assimilacao
para promover a expressdo ampliada de atividades ami-
loliticas. Por outro lado, independente das condigdes
de otimizacdo, M. titans pode ndo apresentar estrutura
genética para produgdo de enzimas amiloliticas.

Quanto a queda da atividade enzimatica de a-amilase
(Tab. 3), esta pode estar ligada a producdo de proteases,
uma vez que essa enzima converte proteinas em amino-
acidos (Schmidt e Sallas-Mellado 2009).

Analisando os dados de atividade especifica de
a-amilase, constata-se que em meio com maior con-
centragdo de nitrogénio (T7), a atividade ¢ inferior

25
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10 B Tratamento7

Linear (Tratamento 4)

= Linear (Tratamento 7)

Atividade de Glucoamilase, U.g*

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Tempo, dias

Figura 6. Atividade enzimatica de glicoamilase, expressa em U.g",
de meio solido pelo fungo Macrocybe titans.
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Figura 5. Atividade especifica de a-amilase, expressa em U.mg', de
proteinas totais pelo fungo Macrocybe titans.

quando comparada ao meio menos concentrado (T4).
Concentragdes mais elevadas em nitrogénio inibem a
sintese de enzimas (Maziero 1990), portanto, no T7, o
fungo pode ter utilizado inicialmente o nitrogénio, que
¢ de facil assimilag@o, para multiplicacao das hifas em
detrimento da sintese de enzimas para degradagdo dos
polimeros do substrato.

Os dados de atividade enzimatica e atividade especifica
de glicoamilase dos tratamentos T4 e T7 estdo repre-
sentados por uma linha de tendéncia na Fig. 6 e Fig. 7,
respectivamente. A atividade de glicoamilase mostrou
perfil similar & a-amilase, onde os maiores valores fo-
ram obtidos no inicio do cultivo (Tab. 4). Isto pode ser
decorrente do fato da concentracdo de amido no meio
estar em maior concentrag¢do no inicio do cultivo. Com o
passar do tempo o amido foi sendo hidrolisado e resultou
na sua diminuicao que restringiu a indugao da sintese das
enzimas. A presen¢a de amido no meio pode ter sido o
fator determinante da produg¢o de enzimas amiloliticas,
pelo menos neste caso.

Este fungo também mostrou atividade enzimatica
pouco superior no substrato em que a concentragdo em
nitrogénio era menor, sendo a atividade ligeiramente
maior para glicoamilase em relagdo a a-amilase. Mesmo
sendo um fungo de podriddo marrom, hd necessidade do
fornecimento de material de mais facil assimilagdo para
promover melhor crescimento micelial. Tanto que fungos
de podridao marrom sdo cultivados preferentemente em
material j4 compostado.

Outro fator importante sobre a produtividade de amila-
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Figura 7. Atividade especifica de glicoamilase, expressa em U.mg’!,
de proteinas totais pelo fungo Macrocybe titans.
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Tabela 4. Produgao de glicoamilase pelo fungo Macrocybe titans.

Tratamento 4

30,0g bagaco de malte + 4,0g farelo de mandioca + 4,0g

Dias de cultivo farelo de soja

Tratamento 7
30,0g bagaco de malte + 4,0g farelo de mandioca +
7,0g farelo de soja

Atividade Enzimatica Atividade Especifica Atividade Enzimatica Atividade Especifica
U.g! U.mg! U.g! U.mg!
22 19,07 0,006991 6,81 0,02
24 13,44 0,004928 4,41 0,01
26 11,68 0,00428 5,00 0,01
28 11,34 0,004158 8,63 0,03
30 0,60 0,000219 8,63 0,03
32 0,29 0,000107 6,50 0,02
34 0,74 0,00027 8,07 0,03
36 1,97 0,000724 7,69 0,03
38 6,57 0,00241 13,33 0,04
40 6,89 0,002528 12,38 0,04

ses € sua relacdo com a baixa concentrac¢do de Ca?*, uma
vez que Pires et al. (2002) verificaram que a atividade
amilasica ¢ dependente da presenca de Ca®’, embora a
B-amilase aja sem nenhum tipo de metal para a sua ati-
vagdo. Sobre isso, Alexandrino et al. (2007), estudando o
basidiomiceto Pleurotus ostreatus, relatam que ndo foram
detectadas amilases no meio de cultivo, mas sim lacase e
manganés peroxidase. Outro fator citado pelos autores,
€ que a presenca de metais pesados tem mostrado poder
de inibig¢do da atividade amilasica, tais como o mercurio,
a prata, o cobre ¢ o chumbo.

Os valores encontrados nesse trabalho para a producao
de a-amilase e glicoamilase, sdo baixos; quando compa-
rados com os obtidos por Spier ef al. (2006) trabalhando
com fungos tais como Aspergillus niger: 530,55U.¢g"!
para o-amilase e 770,66U.g"' para glicoamilase. No
entanto, o conhecimento obtido sobre a sintese destas
enzimas em M. titans abre um caminho para estudos das
necessidades fisioldgicas deste fungo.

O perfil enzimatico, a dindmica da atividade enzimatica
e a correspondente producdo de biomassa vegetativa de
M. titans, forneceram importantes informagdes sobre a
eficiéncia na utilizacdo dos substratos.

CONCLUSOES

O bagaco de malte como substrato lignoceluldsico foi
efetivo no crescimento micelial, proporcionando ao fungo
capacidade em produzir enzimas hidroliticas e oxidativas.

A maior formagdo de massa micelial em farelo de soja
indicou alta capacidade de metabolizag@o de nitrogénio
protéico por M. titans.

As variagdes de pH evidenciaram uma tendén-
cia para acidificacdo em todos os tratamentos.

Quanto a produgdo das enzimas o-amilase e glicoami-
lase, M. titans mostrou atividades mais efetivas no inicio
da colonizagao do substrato.

O fungo ndo ¢ um produtor proeminente de amilases.
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