Universidade Federal da Grande Dourados
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais

ANA CAROLINA DA COSTA

PRODU(;AO DE XILANASE EM RESIDUO AGROINDUSTRIAL PELO FUNGO
Thermoascus aurantiacus COM REDUZIDA ATIVIDADE DE CELULASE

Dourados
2013



ANA CAROLINA DA COSTA

PRODUCAO DE XILANASE EM RESIDUO AGROINDUSTRIAL PELO FUNGO
Thermoascus aurantiacus COM REDUZIDA ATIVIDADE DE CELULASE

Dourados
2013

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado a0  curso  de
Biotecnologia — Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais
— Universidade Federal da Grande
Dourados, sob orientacdo do Prof.
Dr. Rodrigo Simdes Ribeiro Leite.



Ana Carolina da Costa

PRODUCAO DE XILANASE EM RESIDUO AGROINDUSTRIAL PELO FUNGO
Thermoascus aurantiacus COM REDUZIDA ATIVIDADE DE CELULASE

Trabalho de Conclusdo de Curso aprovado como requisito parcial para obtencéo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia na Universidade Federal da Grande Dourados, pela

comissdo formada por:

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Simdes Ribeiro Leite
FCBA-UFGD

Prof. Dr. Marcelo Fossa da Paz
FCBA - UFGD

Prof.Dr? Gisele Jane De Jesus
FCBA - UFGD

Dourados, 19 de agosto de 2013.



Dedico:

A0s meus pais, Marco e Yukari,
que sempre acreditaram em mim
e me deram todo o apoio para

a conclusdo deste trabalho.



"Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus. Muito, nos aproxima.”
Louis Pasteur



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus por ter iluminado sempre meus caminhos, ter me
concedido salde e paz para conduzir este trabalho.
Aos meus pais, Marco e Yukari, pelo amor e apoio sempre.
Aos meus irmaos, Monique e Jodo Vitor, pelo carinho e pela amizade.
A minha familia que sempre que precisei esteve me apoiando e me orientando.
Ao Gabriel que sempre acreditou em mim e me deu forgas para seguir em frente.
Aos meus amigos queridos que sempre me alegraram e me deram forcga, principalmente a
Marcela, Tales, Bruna, André e Alexandre.

Ao pessoal do laboratorio, principalmente Nayara, Flavia, Maria Alice (in memoriam) e
Rodrigo que estiveram dia a dia ao meu lado e que contribuiram na realizacéo desse
trabalho.

Ao professor Dr. Rodrigo Simdes Ribeiro Leite pela confianca, orientacdo e aprendizagem
durante todo o periodo do curso de biotecnologia.

Agradeco ao professor Dr. Marcelo Fossa da Paz e a professora Dr2. Gisele Jane de Jesus
por aceitarem participar da banca examinadora do meu TCC.

Agradeco aos técnicos dos laboratérios da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais
pela ajuda e disponibilidade.

E a todos que de alguma maneira me ajudaram na realizacéo desse trabalho.

Muito Obrigada!



RESUMO

A aplicabilidade industrial de uma enzima estd intimamente relacionada com o seu
custo de producdo e as caracteristicas da mesma. Atualmente, o cultivo de microrganismos em
estado sdlido vem sendo aplicado na obtencdo de diversos produtos de interesse comercial
devido a utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos, proporcionando uma redu¢do
do custo de producdo. Os subprodutos da agroindustria s@o ricos em polissacarideos vegetais,
podendo ser utilizados como meios de cultura para producdo de diferentes enzimas
industriais, tais como: celulases, xilanases, ligninases, pectinases e amilases. No presente
trabalho, diferentes parametros de cultivo foram avaliados para producéo de xilanase pelo
fungo filamentoso termofilico Thermoascus aurantiacus isolado da regido de Dourados-MS.
A melhor producéo da enzima foi obtida no cultivo em farelo de trigo com 65% de umidade
inicial, apos 120 horas a 45°C, atingindo cerca de 1701,9 U/g de xilanase.

Palavras-chave: 1) Residuos Agroindustriais 2) Xilanase 3) Cultivo em Estado Sélido
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1) INTRODUCAO
Disposta entre a celulose e a lignina nas paredes celulares das plantas, a hemicelulose

é um dos polissacarideos mais abundantes encontrados na natureza correspondendo a cerca de
30% do peso seco da parede celular vegetal. Seu principal constituinte é a xilana, que consiste
de um polissacarideo formado por monémeros de Xilose unidos por liga¢des glicosidicas (j3-
1,4), podendo apresentar ramificages com glicose, arabiose, manase, galactose e &acido
galacturonico (ALVES-PRADO et al., 2010; RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2002).

As xilanases s@o enzimas responsaveis pela hidrolise das ligagdes B-1,4 da xilana,
liberando mono e oligossacarideos de xilose, dessa forma, reduzem o grau de polimerizagdo
da cadeia principal da hemicelulose (SARASWAT e BISARIA, 1997; MACIEL, 2006).

Estas enzimas podem ser aplicadas em diversos seguimentos industriais, tais como: na
industria alimenticia, racdo animal e biocombustivel. No entanto, sua principal aplicacdo
industrial esta na producdo de papel e celulose. A hemicelulose faz a ligacdo da lignina com
as fibras de celulose. As xilanases desestruturam a organizagdo polimérica da parede celular
vegetal facilitando a remocéo da lignina pelo cloro, reduzindo a quantidade de agentes
quimicos necessarios para o branqueamento da polpa de celulose, o que minimiza a
contaminacdo ambiental por compostos organoclorados (BOTELLA et al., 2007; BECKER et
al., 2009).

Por meio de técnicas biotecnoldgicas é possivel produzir uma série de metabolitos de
interesse industrial, inclusive enzimas. Para obtencdo desses metabdlitos secundarios, destaca-
se 0 Cultivo em Estado Sélido (CES), que utiliza diversos tipos de residuos como substratos
para o cultivo microbiano, visando a obtencdo de produtos de elevado valor agregado
(MACIEL, 2006). Um meio de cultivo deve proporcionar nutrientes necessarios ao
crescimento do microrganismo e consequentemente a producdo do metabdlito de interesse. A
composicdo de um meio de cultura é basicamente: fonte de carbono, fonte de nitrogénio, sais
organicos e vitaminas (PINHEIRO, 2006). O uso de residuos agroindustriais para producdo de
enzimas tem despertado interesse na comunidade cientifica, j& que sdo considerados o0s
melhores substratos para processos de Cultivo em Estado Solido (BOCCHINI et al., 2011).

Os residuos utilizados neste tipo de cultivo sdo gerados ap0s o processamento
industrial de produtos agricolas, visando para obtencdo de Gleos, farinhas e acUcares. Esses
residuos sdo ricos em pectina, amido, celulose e hemicelulose (CASTRO e JUNIOR, 2010).
O Cultivo em Estado Solido é caracterizado pelo crescimento microbiano em matriz sélida na

auséncia de agua livre, mas com umidade suficiente para sustentar todas as atividades
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metabdlicas do microrganismo. Este tipo de processo apresenta potencial para producdo de
enzimas extracelulares, tais como: pectinases, celulases, amilases e xilanases (SINGHANIA
et al., 2009; NG et al., 2010).

Considerando que a utilizacdo de xilana comercial como fonte de carbono para
producdo de xilanases apresenta alto custo, diferentes residuos lignocelul6sicos vem sendo
utilizados como substratos para producdo destas enzimas (REIS et al., 2003; CASTRO e
JUNIOR, 2010). A produgdo de xilanases por CES possibilita sua utilizagdo em escala
industrial, tendo em vista que o aproveitamento de residuos para producdo de enzimas pode
reduzir o custo final destes catalizadores (MACIEL, 2006).

A avaliacdo de diferentes parametros fermentativos para otimizar um processo de
cultivo, resulta no aumento da velocidade de crescimento microbiano e da producdo de
enzimas. Para que altos rendimentos sejam obtidos é preciso aperfeicoar importantes
variaveis, como: fonte de nitrogénio, fonte de carbono, tempo, pH e temperatura (SANTOS e
ISHII, 2011).

O ambiente hostil industrial em que algumas enzimas sdo submetidas impulsiona a
triagem de enzimas extremofilas, com elevada estabilidade estrutural para atuar em condicdes
extremas de temperatura, pH, forca ionica e pressdo (GOMES et al., 2010). Neste contexto, 0
presente trabalho avaliou os parametros de Cultivo em Estado Sélido do fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus isolado da regido de Dourados — MS, visando a otimizacdo do
processo fermentativo para a obtencdo de um extrato enzimatico com elevadas concentragdes

da enzima xilanase.

2) MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no laboratorio de enzimologia e processos

fermentativos da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais na Universidade Federal da

Grande Dourados, em Dourados-MS.

2.1)  Microrganismo

O fungo filamentoso utilizado no presente trabalho foi isolado de serapilheira de
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual Atlantica (Mata do Azuldo), localizada no
municipio de Dourados — MS. O microrganismo foi identificado como Thermoascus
aurantiacus pelo Professor Dr. André Rodrigues do IB/Unesp—Rio Claro-SP. A cepa utilizada

no presente trabalho foi armazenada no laboratorio de enzimologia e processos fermentativos


https://plus.google.com/117333731455883294858/about?gl=br&hl=pt-BR

sendo mantido em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio agar Sabouraud, a temperatura de
5°C, a cultura também foi conservada em dleo mineral sendo repicada anualmente para

garantir sua viabilidade.

2.2)  Preparo dos substratos
Diferentes residuos agroindustriais foram testados para a producdo das enzimas, tais

como: farelo de trigo, farelo de soja, sabugo de milho, palha de milho, casca de arroz, bagago
de cana. Todos os residuos foram lavados para retirada de acuUcares fermentesciveis e
posteriormente foram secos em estufa a 50°C por 48 horas.

2.3)  Processo de Cultivo em Estado Solido
Os cultivos ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 5g de substrato

acrescido de solugéo nutriente (sulfato de aménia 0,1%, sulfato de magnésio hepta-hidratado
0,1% e nitrato de amdnia 0,1%). O material foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. O
indculo foi preparado em 40 mL de meio Agar Sabouraud em erlenmeyer de 250 mL,
mantidos por 72 horas a 45°C. Alguns parametros do processo fermentativo que influenciam a
producdo enzimatica foram avaliados nesta etapa, com adaptaces da metodologia ja utilizada
por Leite et al. em 2008, como: diferentes residuos agroindustriais, umidade inicial do meio,

temperatura do processo fermentativo e tempo de cultivo.

2.4) Extracdo das enzimas
A enzima foi extraida pela adicdo de 50 mL de agua destilada nos frasco Erlenmeyer

contendo os meios fermentados. Os frascos foram mantidos em agitacdo por 1 hora a 150
rpm, em seguida os meios foram filtrados e posteriormente centrifugados a 3.000 x g. O
extrato enzimatico, sobrenadante da centrifugacdo, foi utilizado para o0s ensaios enzimaticos
(LEITE et al., 2008).

2.5) Determinacdo de atividades enzimaticas
A atividade de celulases e xilanases nos extratos enzimaticos foi determinada pela

quantificacdo de acucares redutores liberados, posteriormente a realizacdo dos ensaios
enzimaticos, pelo método de DNS (3,5-acido dinitrosalisilico) descrito por Miller (1959). Os

substratos utilizados para quantificacdo das respectivas enzimas foram: carboximetilcelulose



(CMC) e xilana. A atividade de B-glicosidase e B-xilosidase foi determinada utilizando os
respectivos  substratos  aril-glicosideos:  p-NP-B-D-glicopiranosideo e  p-NP-B-D-
xilopiranosideo (LEITE et al., 2008). Uma unidade de atividade enzimética foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol dos respectivos produtos por minuto de

reacao.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1) Selecéo do substrato para producéo de xilanase
A maior producdo de xilanase foi obtida no cultivo em farelo de trigo, atingindo cerca

de 909U/g (90,9U/mL) de xilanase. O fungo tambem apresentou consideravel producdo da
enzima quando cultivado em sabugo de milho, cerca de 519U/g (51,9 U/mL) de xilanase,

como mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Producédo de xilanase por cultivo em estado sélido do fungo Thermoascus aurantiacus em diferentes
residuos agroindustriais contendo 70% de umidade, por 96 horas a 50°C.

Substrato U/mL U/g
Farelo de Trigo 90,98 909,8

Sabugo de Milho 51,9 519
Farelo de Soja 29,64 296,4
Palha de Milho 24,86 248,6
Bagaco de Cana 14,28 142,8
Casca de Arroz 10,14 101,4

O farelo de trigo € um substrato com boa capacidade de absorcdo de agua, sua
composicdo ja foi descrita por outros autores que também relatam o residuo como bom
substrato para cultivo em estado solido. Por ser um residuo agricola e apresentar baixo valor

agregado, pode contribuir para reducdo do custo de producdo da enzima (RUEGGER e
TAUK-TORNISIELO, 2002; DELABONA et al., 2012; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al.,

2011).
Benedetti (2009) também cultivou em farelo de trigo o fungo Theobroma
grandiflorum e obteve boa producdo de xilanase neste residuo. Ruegger e Tauk-tornisielo

(2002) cultivaram os fungos Trichoderma viride e Chalara paradoxa em farelo de trigo por
4
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quatro dias, obtendo respectivamente 536,4U/g e 490,8 U/g de atividade enzimética, valores
préximos ao cultivo realizado em sabugo de milho neste trabalho.

A producdo de enzimas microbianas € dependente da composicdo e natureza do
substrato, outros fatores relacionados a composicdo quimica da matéria prima também
influenciam diretamente na producdo enzimatica no CES, como: acessibilidade e
suscetibilidade de varios nutrientes (SANTOS, 2011).

3.2) Temperatura de cultivo
A temperatura 6tima para producdo de xilanase pelo cultivo do microrganismo em

farelo de trigo foi determinada pela variagdo da temperatura de incubacdo e fixacdo dos
demais parametros fermentativos. Dentre os valores de temperatura avaliados, o fungo
Termoascus aurantiacus apresentou maior producdo da enzima, aproximadamente 1301,1U/g
(130,11U/mL), quando cultivado a 45°C (Figura 1). Apesar da maior producdo da enzima ter
sido obtida a 45°C, foi evidenciado producdo de xilanase e crescimento fungico até 55°C,

comprovando a termofilia do microrganismo.
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Figura 1 - Produgdo de xilanase em diferentes temperaturas por cultivo em estado solido em farelo de trigo,
contendo 70% de umidade, por 96 horas.



A temperatura é um fator que influencia diretamente as funcdes das biomoléculas e a
manutengdo das estruturas bioldgicas. A existéncia de ambientes geotermicamente estaveis
tem permitido a selecdo de microrganismos que requerem altas temperaturas para sobreviver.
Esses microrganismos sdo chamados termdfilos. Poucas espécies de eucariotos conseguem
crescer entre 45°C e 55°C, dentre 50.000 espécies de fungos descritas, cerca de 30 espécies
crescem em temperaturas entre 40 e 45°C (BENEDETTI, 2009).

Quando o organismo produtor de enzimas requer altas temperaturas para se
desenvolver, geralmente suas enzimas serdo termoestaveis. A termoestabilidade é essencial
para certas aplicagfes industriais que ocorrem em temperaturas elevadas (WU et al., 2008).
Trabalhos anteriores visam a aplicacdo de xilanases termoestaveis em indUstrias de
panificacdo, papel e celulose (JIANG et al., 2008; SANTOS e ISHII, 2011).

3.3) Variagéo da umidade inicial do meio de cultivo
Nos cultivos realizados com o fungo Thermoascus aurantiacus em farelo de trigo a

umidade inicial do meio foi variada de 50 a 70%, obtendo como melhor resultado 1467 U/g

(146,7 U/mL) de xilanase, no cultivo com umidade inicial de 65% (Figura 2).
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Figura 2 - Producéo de xilanase em farelo de trigo com diferentes valores de umidade inicial, por 96 horas a
45°C.
Almeida (2012) cultivou em farelo de trigo o fungo Trichoderma reesei com

diferentes umidades iniciais e encontrou maior producdo de xilanase, cerca de 1021,70 U/g,

no cultivo contendo 70% de umidade. Maciel (2006) cultivou o fungo Aspergillus niger em



farelo de trigo acrescido de xilana com umidade inicial de 60%, obtendo 724 U/g de atividade
enzimatica.

A umidade presente no cultivo em estado sdlido deve ser suficiente para o
desenvolvimento do microrganismo, porém ndo deve destruir a estrutura sélida ou reduzir a
porosidade do substrato utilizado, elevadas umidades favorecem a contaminagéo bacteriana e
diminuem a porosidade da matriz sélida do meio, comprometendo a difusdo de oxigénio
(MACIEL, 2006).

3.4) Tempo de cultivo
Para determinar o tempo de cultivo ideal para producdo da enzima, amostras foram

retiradas a cada 24 horas, em um total de 168 horas de cultivo. A maior producdo de xilanase
foi obtida apds 120 horas, tendo como atividade 1701,9U/g (170,19U/mL). Posteriormente a
esse periodo foi possivel observar uma significativa queda na atividade de xilanase presentes

nos extratos (Figura 3).
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Figura 3 - Producdo de xilanase em diferentes tempos de cultivo a 45°C, em farelo de trigo contendo 65% de
umidade inicial.

Apos o ajuste dos parametros de cultivo, a producdo de xilanase pelo microrganismo
foi aumentada em quase 90% da inicial, considerando que nos primeiros cultivos foram
obtidos cerca de 900 U/g (90U/mL). Outro ponto que merece destaque no presente trabalho é

a expressiva producdo de xilanase pelo fungo com reduzido tempo de cultivo, ficando
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evidente quando comparado com outras linhagens. Delabona et al. (2012) cultivaram o0s
fungos Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum em farelo de trigo e obtiveram a
melhor producdo ap6s 144 horas, com respectivamente 319U/g e 226,2U/g de xilanase. Toth
et al. (2013) cultivaram por 120 horas o fungo Trichoderma reesei em palha de trigo e
obtiveram 23,93 U/mL como melhor resultado neste residuo. A maior producdo de xilanase
(1079 U/g) obtida por Bakri et al. (2008) foi em palha de trigo, apds 192 horas de incubacéo.

Segundo Monteiro e Silva (2009) umas das principais vantagens na utilizacdo de
enzimas de origem microbiana é o reduzido tempo de producdo, principalmente se comparado
com as de origem animal e vegetal. Dessa forma, é possivel inferir que a linhagem de
Thermoascus aurantiacus, recentemente isolada da regido de Dourados-MS, apresenta
expressivo potencial para producdo de xilanase em meios de baixo valor agregado (residuos
agroindustriais). Trabalhos anteriores confirmam o potencial para producdo de xilanase por
diferentes linhagens da mesma espécie, isoladas de regides e paises distintos (DA-SILVA et
al., 2005; KALOGERIS et al., 1998; BRIENZO et al., 2012).

3.5) Otimizacgado da producao enzimatica
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Figura 4 - Otimizacdo dos pardmetros de cultivo, evolugdo do processo.

Deve-se destacar 0 aumento na producao enzimatica a medida que os parametros do
processo de cultivo foram sendo otimizados. Ao fim dos experimentos observa-se que houve
ganho em 792,1 U/g de atividade enzimatica, representando um aumento de cerca de 87% da
producéo.



3.5) Caracterizagdo do potencial catalitico do extrato enzimatico
Dentre todas as enzimas avaliadas, a atividade de xilanase foi a mais expressiva

(Tabela 2). Esta enzima tem se mostrado bastante favoravel aos processos de branqueamento
de polpas de celulose, proporcionando uma reducgéo de 20 a 30% no uso de produtos clorados
(DURAN et al., 2008).

Tabela 2 — Potencial catalitico do extrato enzimatico obtido nas condices de cultivo previamente determinadas.

Enzima CMCase p-glicosidase  p-xilosidase  FPase  Xilanase
U/mL 3,8 3,5 0,09 0,82 170,19

Extratos enzimaticos utilizados para o branqueamento de polpa de celulose,
necessitam de elevadas concentragdes de xilanase, porém este deve estar livre de celulases
(DA-SILVA et al., 2005). Esta caracteristica dificulta a producdo de xilanase a partir de
cultivos em residuos agroindustriais complexos, que induzem a producdo de diferentes
enzimas, especialmente celulases. Trabalhos anteriores relatam o fungo Thermoascus
aurantiacus como um dos maiores produtores de celulases e hemicelulases descritos na
literatura, principalmente quando cultivado em derivados de trigo (DA-SILVA et al., 2005;
KALOGERIS et al., 2003; PARRY et al., 2001), inviabilizando a aplicacdo de seu extrato
enzimatico em processos de biopolpacdo. Considerando que a purificacdo de extratos
enzimaticos para aplicacdo em escala industrial € economicamente inviavel, sendo necessario
a utilizacdo de complexos enzimaticos minimamente processados (BENEDETTI, 2009).

No entanto, a linhagem isolada pelo nosso grupo de pesquisa ndo apresentou potencial
para producdo de celulases em quantidades significativas, CMCase (3,8U/mL). Essa
caracteristica fica ainda mais evidente quando o extrato enzimatico foi adicionado em papel
de filtro e praticamente ndo foi evidenciado a liberacdo de acUcares redutores, FPase
(0,82U/mL). Dessa forma, € possivel inferir que extrato enzimatico obtido a partir do cultivo
do microrganismo, nas condi¢des descritas anteriormente, apresenta aplicabilidade em

processos de biopolpacao.

4) CONCLUSAO
A maior producdo de xilanase pelo fungo T. aurantiacus foi obtida pelo cultivo em

farelo de trigo contendo 65% de umidade ap6s 120 horas a 45°C. As caracteristicas cataliticas
do extrato enzimético obtido no presente trabalho, estimulam sua aplicagdo em processos de

biopolpacdo em industrias de papel e celulose, devido a baixa produgdo de celulases pelo
9



fungo nessas condi¢Bes de cultivo, além da elevada concentracdo de xilanases obtida no
ultimo extrato enzimético, onde a producéo foi elevada a cerca de 87% quando comparada a

producéo inicial.
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