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RESUMO

Os processos de cultivo microbiologico tém conquistado lugar de destaque no
desenvolvimento biotecnoldgico, mostrando caracteristicas operacionais e econémicas
na utilizacdo de enzimas, como na reducdo de custos em escala industrial. As
dificuldades em decompor a biomassa celuldsica em glicose, podendo ser convertida em
produtos de valor agregado, tem tornado as celulases e hemicelulases um dos sistemas
enzimaticos mais estudados atualmente. Assim, o uso de substratos alternativos, como
residuos agroindustriais, € de grande importancia para reducdo dos custos de produgéo
dessas enzimas. Em paises como o Brasil, os residuos agroindustriais representam uma
importante fonte alternativa para producdo de enzimas microbianas, devido a grande
quantidade de nutrientes disponiveis, dessa forma, esses podem ser utilizados como
matérias-primas de baixo custo para processos de cultivo em estado solido (CES) que
merecem destaque no aproveitamento desses subprodutos, além de ser benéfico ao meio
ambiente. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas utilizando diferentes substratos agroindustriais por
cultivo em estado sélido de uma linhagem fungica terméfila (isolado 23), isolado do
Cerrado sul-mato-grossense. A producdo das enzimas foi obtida pelo cultivo do
microrganismo em farelo de trigo contendo 70% de umidade, a temperatura de 40°C,
onde a maior producdo de celulases (CMCase e B-glicosidase) foi de 30,9 U/g a 72
horas de cultivo e 229,7 U/g em 120 horas, e hemicelulases (xilanase e B-xilosidase) foi
de 179,5 U/g a 48 horas de cultivo e 12,6 U/g em 96 horas. Os resultados permitem
concluir que o microrganismo isolado possui potencial para sua aplicacdo industrial,
principalmente por apresentar caracteristicas relevantes para producdo das enzimas

celuloliticas e hemiceluloliticas em meios de cultivo de baixo valor agregado.

Palavras-chave: Producgédo enzimatica; residuos agroindustriais; fungo termofilico.



ABSTRACT

The microbiological cultivation processes have conquered a prominent place in
biotechnological development, showing operational and economic characteristics in the
use of enzymes, as in the reduction of costs on an industrial scale. The difficulties in
decompose cellulosic biomass in glucose can be converted into value-added products,
has become the cellulases and hemicellulases one of the most studied enzyme systems
currently. Thus, the use of alternative substrates, such as agroindustrial residues, is of
great importance for reducing the cost of production of these enzymes. In countries as
Brazil, the agroindustrial residues represent an important alternative source for
production of microbial enzymes, due to the large amount of nutrients available, so
these can be used as low-cost raw materials for solid state cultivation processes (CES)
that deserve to be highlighted in the use of these by-products, besides being beneficial
to the environment. Thus, the objective of this work was to evaluate the production of
cellulolytic and hemicellulolytic enzymes using different agroindustrial substrates by
solid state cultivation of a thermophilic fungal lineage (isolate 23), isolated from the
Cerrado south-mato-grossense. The production of the enzymes was obtained by
cultivation of the micro-organism in wheat bran containing 70% humidity, at the
temperature of 40° C, where the biggest production of cellulases (CMCase and B-
glucosidase) was 30,9 U/g to 72 hours of culture and 229,7 U/g in 120 hours, and
hemicellulases (xylanase and B-xylosidase) was 179,5 U/g to 48 hours of culture and
12,6 U/g in 96 hours. The results allow concluding that the micro-organism isolated has
potential for its industrial application, mainly for presenting characteristics relevant to
theproduction of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes in low added value culture

media.

Keywords: Enzyme production; agroindustrial residues; thermophilic fungal.



1. INTRODUCAO
A escassez de combustiveis fdsseis somados aos problemas ambientais

resultantes da sua transformacédo e de seu consumo tem estimulado a busca de fontes
alternativas de biocombustiveis renovaveis. Dessa maneira, 0 interesse no uso de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas para converter biomassa vegetal em agucares
fermentaveis aumenta a cada dia (GARCIA et al., 2015; SINGHANIA et al., 2010).

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo enzimatico capaz de
atuar sobre materiais celulésicos promovendo a sua hidrélise. Estas enzimas sdo
biocatalizadores altamente especificos que atuam em sinergia para liberacdo de agucares
fermentesciveis. A glicose liberada apresenta maior interesse industrial devido a
possibilidade de sua conversdo em etanol. A hidrdlise enziméatica de celulose em
glicose envolve a acdo sinérgica de trés enzimas: as endoglucanases, que clivam
ligagBes internas da fibra celul6sica; as exoglucanases, que atuam na regido externa da
celulose e as B-glicosidases, que hidrolisam celobiose soltveis em glicose (CASTRO
and PEREIRA JR., 2010).

A hemicelulose é degradada mais facilmente que a celulose (SHALLOM;
SHOHAM, 2003). E de acordo com a sua cadeia principal de acucar (xilose) presente na
sua estrutura, as hemiceluloses é denominada de xilana. A degradacdo de hemicelulases
em acucares fermentesciveis é fundamental para a obtencdo de elevada eficiéncia no
processo de conversdo de biomassa em combustivel renovavel (BHAT, HAZLEWOOD,
2001). Hemicelulases séo enzimas que hidrolisam a hemicelulose e se classificam em:
endoxilanases, que clivam ligacbes glicosidicas internas da cadeia principal da xilana;
os xilooligdmeros e xilobiose, sdo hidrolisados por B-xilosidases, que liberam a xilose
pela extremidade ndo redutora (ALVES-PRADO et al., 2010).

As dificuldades em decompor a biomassa celulésica em glicose, podendo ser
convertida em produtos de valor agregado e energia, tem tornado as celulases e
hemicelulases um dos sistemas enzimaticos mais estudados atualmente. Essas enzimas
apresentam aplicabilidade na obtencdo de etanol de segunda geracdo, estonagem e
polimento de tecidos, formulagdes de detergentes domésticos e industriais,
processamento de alimentos e bebidas e producéo de racdo de animal (STROPARO et
al., 2012).

A obtencdo de enzimas industriais de forma sustentavel e economicamente
viavel exige a busca de meios de cultivo de baixo custo. A producdo industrial das

enzimas necessita de conhecimento e controle dos pardmetros envolvidos no



crescimento do microrganismo e de sua producdo enzimatica. A reducdo dos custos da
producdo por meio da otimizacéo é o objetivo basico para aplicagdo industrial de uma
enzima (SCHEUFELE et al., 2012).

A producdo industrial de enzimas é geralmente limitada pelos custos dos
substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se que 30 a 40% do
custo envolvido na producdo de enzimas estejam relacionados ao meio de cultura
utilizado para o crescimento do microrganismo. Assim, o uso de substratos alternativos
é de grande importancia para a reducdo dos custos de producdo (BERNARDES, 2014;
JOO; CHANG, 2005).

Em paises que exercem grande atividade agricola, como o Brasil, sdo gerados
enormes volumes de residuos que sdo acumulados no meio ambiente. Os residuos
agroindustriais representam uma importante fonte alternativa para producdo de enzimas
microbianas (SIQUEIRA et al., 2010). Devido a grande quantidade de nutrientes
disponiveis nos residuos agroindustriais, estes podem ser utilizados como matérias-
primas de baixo custo para processos secundarios. Neste contexto, o cultivo em estado
solido (CES) exerce papel de destaque no aproveitamento desses residuos, pois visa a
sintese de diversos compostos de valor agregado e de interesse industrial, além de ser
benéfico ao meio ambiente. (DANTAS, AQUINO, 2010; BASSO et al., 2010).

Dentre as espécies microbianas, os fungos filamentosos sdo mais adaptados para
producdo de enzimas por cultivo em estado sélido (CES), os quais tem recebido atencao
nas pesquisas, por crescerem em baixos niveis de agua livre (PARIS, 2008;
RODRIGUEZ et al., 2006).

As vantagens do CES incluem ainda a simplicidade das condi¢bes de
crescimento do microrganismo, pois sdo semelhantes as condi¢cbes ambientais onde os
fungos filamentosos se desenvolvem. O método também resulta em maiores niveis de
produtividade e baixa repressdo catabolica, aumentando a estabilidade das enzimas
secretadas (GARCIA et al., 2015; PANDEY, 2003).

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de producao de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas utilizando diferentes substratos agroindustriais
por cultivo em estado s6lido, por uma linhagem fungica termoéfila denominada isolado

23, isolado do solo do Cerrado sul-mato-grossense.
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2. METODOLOGIA
2.1. Microrganismo

Foi utilizado o fungo filamentoso termdfilo previamente denominado Isolado 23,
isolado de amostras de solo do cerrado. O microrganismo foi cultivado a 40°C e
mantido em Agar Sabouraud Dextrose a 4°C, pela a equipe do Laboratério de
Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPFER/UFGD).

2.2. Obtencéo do intculo

O fungo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL do
meio Agar Sabouraud Dextrose. Para o crescimento o fungo foi incubado por 48 h a
40°C. A suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do
meio de cultura empregando 25 mL de solucdo nutriente, composta por 0,1% de sulfato
de aménio, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de aménio
(m/v). A inoculagdo do microrganismo nos substratos (residuos agroindustriais) se deu

pela transferéncia de 5 mL dessa suspensdo (GARCIA et al., 2015).

2.3. Cultivo em estado sélido

As enzimas foram produzidas pelo cultivo do fungo em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 5 g de substrato (farelo de trigo, bagaco de cana-de-agUcar, casca de
arroz, palha de milho, sabugo de milho e farelo de soja), a umidade foi ajustada para
70% com solucéo nutriente (descrito no item anterior). Todo o material foi previamente
autoclavado por 20 minutos a 121°C e os experimentos foram realizados em duplicatas.
O melhor substrato foi selecionado para variacdo do tempo de cultivo, visando a
producdo das enzimas (GARCIA et al., 2015).

2.4. Extracdo da enzima

A extracdo das enzimas foi realizada pela adi¢cdo de 50 mL de agua destilada,
mantidos em agitacdo de 100 rpm por 1 hora. As amostras foram filtradas e
centrifugadas a 1.500 xg por 3 minutos. O sobrenadante foi considerado extrato
enzimatico e utilizado nas etapas seguintes (LEITE et al., 2007).
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2.5. Determinacao da atividade de celulases e hemicelulases

As atividades de CMCase e xilanase foram determinado pela adicdo de 100 uL
de extrato de enzima, 900 uL de 0,1 M tampé&o de acetato de sodio (pH 4,5) contendo
Carboximetilcelulose 3% (C5678 Sigma) e xilana 0,5% (Beechwood Sigma)
respectivamente. Apds 10 minutos de reacdo, o acUcar redutor liberado foi quantificado
pelo método de DNS &cido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959). As atividades de B-
glicosidase e B-xilosidase foram determinadas com 50 pL de extrato enzimético, 250 pL
de tampado acetato de sddio 0,1 M, pH 4,5 e 250 pL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo
4 mM (pNPBG, Sigma) para B-glicosidase e p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo 4 mM
(pNPBX Sigma) para B-xilosidase, reagindo por 10 minutos a temperatura de 50°C. A
reacdo enzimatica foi paralisada com 2 mL de carbonato de sédio 2 M e o p-nitrofenol
liberado quantificado por espectrofotometria a 410 nm (LEITE et al.,, 2007). Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 umol de produto por minuto de reacéo.

2.6. Analise estatistica

Todas as experiéncias foram realizadas como duplicatas e os resultados sédo
apresentados como a média de dois testes independentes. A analise estatistica dos dados
incluiu uma ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey com um nivel de

significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Selecdo de substratos para producédo de celulases e hemicelulases

Nesse trabalho foi avaliado seis substratos que sdo produzidos em abundancia no
Brasil, visando a produgdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas pelo fungo
isolado 23, por cultivo em estado sélido, em 96 horas de cultivo, contendo 70% de
umidade a 40°C.

A maior producdo das enzimas foi obtida com o substrato farelo de trigo, onde a
maior producdo de CMCase e p-glicosidase foi de 14,2 e 178,7U/g respectivamente, e
de Xilanase e p-xilosidase foram de 143,5 e 10,1U/g, respectivamente (Tabela 1).

O farelo de trigo apresenta equilibrio entre a fonte de carbono e nitrogénio, e é

rico em proteinas, minerais, gordura e vitamina B, que sdo facilmente assimilados pelo
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microrganismo, com isso, favorece no crescimento e producdo de enzimas (LEITE et
al., 2008).

Tabela 1: Producéo de celulases e hemicelulases em diferentes substratos por CES pelo isolado
23, 96 horas de cultivo, contendo 70% de umidade a 40°C.

Substratos CMCase B-glicosidase Xilanase p—xilosidase
(U/g substrato) (U/g substrato) (U/g substrato) (U/g substrato)
Farelo de trigo 14,2+0,5° 178,7+4,0% 143,5+2,1° 10,1+0,12
Farelo de soja 8,9+0,2° 40,60,9° 9,2+0,0P 1,3+0,0°
Palha de milho 3,8+0,2¢ 1,6+0,0¢ 3+0,1¢ 0,4+0,0¢
Casca de arroz 2,30,1 0,3+0,0° 1,4+0,0° 0,2+0,0¢
Bagaco de cana 5,7+0,2¢ 3,9+0,0° 6,8+0,2¢ 0,6+0,0¢
Sabugo de milho 6,6+0,0° 1,1+0,04 9,9+0,1° 2,6+0,0°

Diversos trabalhos relatam o farelo de trigo como sendo um bom substrato para
producéo de celulases e hemicelulases (GONCALVES et al., 2013; ALVES-PRADO et
al., 2010; LEITE et al,. 2008; SUKUMARAM et al., 2009).

O farelo de trigo possui maior quantidade de macro e micronutrientes do que 0s
demais substratos analisados, que induziram fracamente a producdo das enzimas
comparadas ao farelo de trigo. A producdo de enzimas microbianas é diretamente
dependente da natureza do substrato, pois serve como suporte solido e fonte de
nutrientes, ou seja, o substrato ideal é aquele que fornece tanto a fonte de carbono e
energia como a fonte de nitrogénio para o microrganismo (PANDEY et al., 2003).
Assim, o farelo de trigo foi selecionado para a producdo das enzimas na avalia¢do do
tempo de cultivo.

3.2. Producéo de celulases e hemicelulases em funcéo do tempo de cultivo
A maior producdo de CMCase foi cerca de 30,9+0,5 U/g (3,09+0,05 U/mL) em
72 horas de cultivo (em termos absolutos) ¢ a B-glicosidase foi de 229,7+10,5 U/g

(22,97£1,05 U/mL) em 120 horas. Ap0Os esse periodo a atividade enzimatica caiu

consideravelmente (Figura 1: Ae B).
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Figura 2: Producdo de celulases e hemicelulases em funcdo do tempo de cultivo do
isolado 23 em farelo de trigo, contendo 70% de umidade a 40°C. A) CMCase; B) B-
glicosidase; C) Xilanase; D) p-xilosidases.

A maior producdo de xilanase obtida foi de 179,5+0,9 U/g (17,95+0,09 U/mL)
em 48 horas de fermentacéo e de B-xilosidase foi de 12,6+0,0 U/g (1,26+0,00U/mL) a
96 horas, apds esse tempo de fermentacdo foi possivel observar o decréscimo da
atividade das enzimas (Figura 1: C e D).

O valor elevado de atividade enzimatica nos primeiros dias de cultivo pode
ocorrer pela baixa disponibilidade de agucares redutores disponiveis necessarios para o
desenvolvimento do microrganismo (SANTANA et al., 2012). As quedas nas producdes
enzimaticas podem ocorrer pelo esgotamento de nutrientes, por acimulo de produtos
inibidores da sintese enzimatica, ou crescimento celular, que pode resultar na morte
celular e posteriormente a desnaturacdo das enzimas. A diminui¢do da agua do meio

também pode diminuir a atividade enzimatica pela reducdo do sistema fermentativo,
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consequentemente a reducdo na difusdo de oxigénio e a dificuldade de eliminagédo de
dioxido de carbono pelo fungo (SANTOS et al., 2013). A otimizagdo do tempo no
processo de producdo enzimética é essencial para melhorar a técnica de fermentagdao,
uma vez que o custo de producdo enzimatica € proporcional ao tempo de incubacao
(GARCIA et al., 2015).

Os resultados obtidos no presente trabalho s&o similares ou melhores que os
descritos na literatura. Alves Prado et al. (2010) obtiveram 17,8 U/mL de xilanase no
cultivo do fungo Lysinibacillus sp ap6s 72 h de fermentacdo em estado solido em palha
de milho e também obtiveram 20,6 U/mL de xilanase em 72 h de cultivo em farelo de
trigo. Terrasan et al. (2010), otimizaram a producdo de hemicelulases em cultivo
submerso de fungo Penicillium janczewsku obtendo 15,19 U/mL de xilanase e 0,16
U/mL de B-xilosidase. Gaffney et al. (2009) apresentam resultados inferiores aos
obtidos neste presente trabalho ao estudar o fungo T. lanuginosus utilizando como
substrato farelo de trigo e obtendo cerca de 2,335 U/g de xilanase em 45°C por 40 h.
Munir et al. (2007) obtiveram com o microrganismo Trichoderma harzianum em farelo
de arroz a méxima atividade de CMCase com 96 h de incubacdo cerca de 1,9 U/mL.
Soni et al. (2010) alcancaram maior producdo de CMCase com o fungo Aspergillus
fumigatus em farelo de trigo cerca de 98,5 U/g. Gongalves et al. (2013) obtiveram com
0 microrganismo Lichtheimia ramosa a producdo de 2,13 U/mL de CMCase quando
cultivados em farelo de trigo e produc@o de B-glicosidase de 17,26 U/mL em farelo de
trigo a 35°C apds 120h. Leite et al. (2008) relatam a produgdo de 13 U/g de B-
glicosidase ap6s 120h de cultivo em estado sélido pelo microrganismo Aureobasidium
pullulans utilizando farelo de trigo como substrato. Xin e Geng (2010) obtiveram 61,6
U/g de B-glicosidase com T. reesei cultivada a 26°C durante 192 h em lascas de
madeira.

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com a literatura, mostrando
que o microrganismo Isolado 23 ¢ um o6timo produtor de PB-glicosidade. Com a
tendéncia de utilizar enzimas microbianas para aplicacdes industriais, torna esse
microrganismo atraente por suas caracteristicas apresentadas, que podendo ser aplicada
na hidrélise da celulose para obtencdo de etanol de segunda geracdo, e também na

industria de alimentos e bebidas.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que o fungo isolado 23 apresenta
potencial para a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas em cultivo em
estado sélido tendo como substrato o farelo de trigo.

E importante ressaltar que os parametros como umidade, temperatura e tempo de
cultivo influenciam na producdo enzimatica. Com excecdo do tempo, esses parametros
ainda ndo foram avaliados. Dessa forma, novos ensaios podem ser realizados, visando a
otimizacdo do processo. O tempo para a producdo das enzimas foi relativamente baixo,
entre 48 a 120 horas, caracteristicas importantes para a redugdo do custo de produgéo, o
que estimula a continuidade do trabalho visando a caracterizacdo e aplicacdo dessas

enzimas em etapas futuras.
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