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1. RESUMO

Dentro da grande familia das celulases, as B-glicosidases sao importantes enzimas
que contribuem para a hidrélise enzimética da celulose. Os parametros de cultivo em estado
sélido para a maior producdo enzimatica por parte do flingomomyces lanuginosos
foram estudados no presente trabalho. Temperatura, substrato, umidade, pH da solucéo
nutriente e tempo de crescimento, foram os parametros avaliados. O fungo apresentou
crescimento em 50°C. Dentre os substratos utilizados, o cultivo em farelo de trigo
apresentou maior producao flgylicosidase, cerca de 1,73 U/mL (17,3 U/g). Dentre as
umidades avaliadas, foi encontrado 75% como umidade relativa ideal. Ao cultivar o fungo
em diferentes valores de pH, pode-se perceber que o mesmo mostrou-se mais eficiente em
pH 3,0. A maior producdo de enzima foi obtida apds 120 horas de cultivo nas condi¢ces
previamente estabelecidas. Os resultados obtidos permitem inferir que a linhagem flngica
testada possui potencial para a producdo peglicosidase utilizando subproduto
agroindustrial como substrato em cultivo em estado sélido.

Palavras chave Enzimas microbianas, celulases, residuos agroindustriais



2. INTRODUGCAO
A constante luta por um desenvolvimento sustentavel para suprir as demandas

populacionais, tais como, alimentacdo, combustiveis, roupas, produtos e bebidas, s6 sera
possivel com o aproveitamento racional dos recursos naturais existentes em nosso planeta.
Todos os dias, toneladas de residuos agroindustriais sdo produzidos, e estes podem servir
de matéria prima para bioprocessos que utilizam microrganismos produtores de enzimas.
Estes residuos podem ser utilizados como fontes de carbono para o cultivo de fungos, pois
possuem em sua estrutura, polimeros como a celulose, amido, e hemicelulose (VILLAS-
BOAS e ESPOSITO, 2000). A obtencdo de acucares fermentesciveis depende
fundamentalmente da hidrolise enzimatica destes polimeros. A hidrélise enzimética da
celulose envolve a acdo sinérgica de pelo menos trés enzimas diferentes: as
endoglucanases (EC 3.2.1.4) , exoglucanés€s3.2.1.91) ¢ B-glicosidases (PARRY et

al., 2001).

Existe uma grande tendéncia de se aplicar processos como a cultivo em estado
sélido (CES) para a propagacédo de bioprocessos como: biodegradacao, biorremediacdo de
compostos toxicos, enriguecimento nutricional de residuos agroindustriais e a consecucao
de produtos com altos valores agregados. O cultivo em estado solido se define como o
crescimento microbiano em condi¢des controladas em material sélido com baixa atividade
de 4gua (agua livre) (COUTO e SANROMAN, 2005). Porém, é necessario que o residuo
sélido utilizado tenha umidade suficiente para favorecer o crescimento do microrganismo
(PANDEY, 2003).

A producdo de enzimas utilizando a CES torna-se viavel devido a uma gama de
vantagens tais como: utilizacdo de residuos industriais como substrato, 0 que reduz o custo
do produto final; as condi¢cdes de crescimento sdo semelhantes ao habitat natural dos
fungos, logo, resulta em uma melhor adaptacdo e consequentemente maior producao
menor risco de contaminagao bacteriana, devido a baixa atividade de agua; permite maior
aeracdo devido ao espacamento dos granulos dos residuos solidos; a concentracdo dos
produtos formados sdo maiores pois sdo extraidos com pequenas quantidades de agua,
resultando na elevada concentragédo de enzimas (BIANCHI et al., 2001).

Dentro do contexto apresentado, o objetivo foi avaliar os parametros de cultivo em
estado solido do fungo termofilicthermomyces laguninosostilizando subprodutos da

agroindustria como substratos.



3. REVISAO DE LITERATURA

Atualmente existe uma grande tendéncia de se usar fontes alternativas para a
obtencdo de energia renovavel e sabe-se que as matérias lignocelulésicas possuem um
potencial energético promissor para o desenvolvimento de combustiveis ndo fosseis, como
o etanol. Estes compostos lignocelulésicos muitas vezes sdo oriundos de processos
agroindustriais, e muitas vezes, tidos como residuos, por isso possuem baixo valor
agregado (CASTRO, 2010). As celulases sao enzimas importantes para a bioconversao
destes materiais celulésicos em acuUcares fermentesciveis para a producdo de
biocombustivel (BHATTIet al., 2013). Estes residuos apresentam grandes quantidades de
polimeros de elevado peso molecular, como: celulose, amido, hemicelulose, pectina e
lignina (VILLAS-BOAS e ESPOSITO, 2000). A celulose é um polimero formado por
varias moléculas de glicose, unidas por ligagB-1,4 glicosidicas. Assim, € possivel
reduzir este composto a sua menor unidade, glicose, a partir da hidrélise enzibsética.
polimero € um dos compostos mais abundantes encontrados na natureza e faz parte da
estrutura da parede celular vegetal e é considerado uma fonte de energia renovavel. No
entanto, a interacdo desta molécula com a lignina, hemicelulose e pectina, dificultam o
acesso a ela, e nesse ambito, os fungos decompositores de matéria vegetal surgem como
alternativa para a liberacéo da celulose presente na parece celular (JABB&UR0A 2).

Para se chegar a glicose o processo de hidrolise envolve a acdo coordenada delenzima
complexo celulolitico, séo elas: endoglucanases (EC 3.2.1.4); exoglucanases (EC 3.2.1.91)
e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (OGEDA e PETRI 2010).

Estudos apontam que as endoglucanases e exoglucanases sao enzimas capazes de
hidrolisar material celulésico para a formacdo de celobiose. Por outro lado a grande
contribui¢do das B-glicosidases na hidrélise de material celulésico € justamente a acdo
sobre a celobiose, que € um forte inibidor das atividades cataliticas das endoglucanases e
exoglucanases (BHATIA et al., 2002). Desse modo, € importante ressaltar que o processo
de hidrdlise enzimatica de material celulésico acontece pela acéo sinérgica destas trés
enzimas. As endoglucanases (EC 3.2.1.4) atuam de forma aleatoria na molécula de
celulose, clivando as ligacdes glicosidicas, e liberando oligossacarideos de diferentes
tamanhos. E possivel evidenciar a sua atividade catalitica, pois a hidrélise das ligacbes

glicosidicas reduz o peso molecular dos oligossacarideos tornando assim 0 meio menos
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viscoso (DESWALet al., 2011). Com relacéo as exoglucanases (EC 3.2.1.91), sua atuacéo
se concentra nas extremidades redutoras e ndo-redutoras das moléculas liberadas pelas
enduglucanases, resultando na hidrolise incompleta da celulose, formando celobiose. Por
fim, a glicose ¢ obtida a partir da hidrdlise da celobiose, realizada pela acao das B-
glicosidases (LEITE et al., 2007). E importante lembrar, que a complexa interacdo entre
hemicelulose, lignina e celulose dificulta o processo de hidrélise da celulose. Por esse
motivo 0s processos para a hidrolise de materiais celulésicos necessitam de pré-tratamento,
quimico, fisico ou enzimaticos para a remocao da lignina e maior exposicao da celulose e
hemicelulose ao ataque das celulases. Estes processos de pré-tratamento variam desde a
moagem dos residuos para o aumento da exposicdo da celulose, até o uso de substancias
acidas e alcalinas e agentes oxidativos e ainda enzimas hemiceluloliticas (OGEDA e PETRI
2010).

Atualmente, as enzimas do complexo celulolitico estdo presentes em diferentes
processos industriais, da fabricacdo de bebidas a industria téxtil, porém, a producao destas
enzimas em escala industrial s6 comecou a ser realizada por volta dos anos 80. Sua
producao era estritamente direcionada a industria de racdo animal, onde ganhava a funcéo
de aditivo alimentar, pois melhorava a digestibilidade dos animais ruminantes. Uma das
mais importantes aplicacdes das enzimas do complexo celulolitico € a hidrélise de
biomassa vegetal. Os materiais lignocelulésicos, como ja foi dito, possuem grandes
guantidades de celulose que podem ser reduadgigcose, que € o principal aglcar
utilizado na producdo de etanol (CASTRO, 2010). O uso de enzimas em processos
industriais tem se tornado alvo de muitos estudos, considerando que a maioria dos
processos industriais ocorre em altas temperaturas, surge entdo, a necessidade de se utilizar
enzimas termoestaveis, que mantém a sua atividade catalitica mesmo em elevadas
temperaturas (LEITE, et al., 2008).

A alta capacidade dos microrganismos de se adaptarem a ambientes onde a
temperatura, pressédo e pH ultrapassam os valores considerados normais para outro seres
vivos ganha atencéo de varias pesquisas e estudos, pois existe uma grande relacdo entre as
condi¢cbes de vida do microrganismo e a producdo de enzimas com maior estabilidade
(GOMES et al.,, 2007). Alguns trabalhos apontam que existe uma correlagdo entre

termofilia e microrganismos produtores de enzimas termoestaveis, no entanto, alguns
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fungos mesofilicos e psicroéfilos também podem produzir enzimas com relativa estabilidade
térmica (LEITE et al., 2007). Um bom exemplo de fungo mesofilico produtor de enzimas
termoestaveis € o génerAspergillus porém algumas espécies comoAspergillus
furmigatuscrescem em temperaturas a cima de 45°C. Por outro lado, o fungo termofilico
Thermoascus aurantiacleparece como um dos principais microrganismos produtores de
B-glicosidases termoestaveis (STUTZENBERGER et al., 1990). E importante mencionar
que uma enzima termoestavel possui tanto estabilidade cinética quanto dinamica, e que essa
termoestabilidade reflete nas forcas de dobramento desta proteina (GOMES et al., 2007).

A producdo de enzimas microbianas é mediada pelo cultivo do microrganismo em
diferentes condi¢bes. Os dois processos utilizados para a obtencédo destas enzimas sao: o
cultivo em estado sélido (CES) e o cultivo submerso (CS). O CES tem apresentado
resultados positivos para o crescimento de bactérias e fungos visando a producdo de
enzimas. Previamente, € necessario a escolha do microrganismo, e um perfeito isolamento
do mesmo. Trabalhos anteriores comprovam que frente ao processo de CS o CES apresenta
maiores rendimentos em relacao a produtividade. Outro importante aspecto é a escolha de
um substrato préprio que sirva tanto de fixador para o microrganismo quanto para fonte de
carbono (essencial para o microrganismo). A escolha do substrato € de suma importancia,
pois a partir dele é que se pode ter a especificidade na producédo da enzima de interesse. Por
exemplo: se a intengdo € produzir enzimas hemiceluloliticas, é desejavel que o substrato
contenha altos teores de hemicelulose. O grande sucesso do CES em relacdé ao CS
justamente proporcionar ao microrganismo as condicfes ambientais mais proximas ao
habitat natural. Outros fatores como pH, temperatura de incubagdo, umidade e
granulometria do substrato também sdo de extrema importancia. A utilizacdo de residuos
agroindustriais torna este processo, (CES), viavel pelo baixo custo e a baixa umidade do

meio que desfavorece o crescimento de microrganismos indesejaveis (PANDEY, 2003).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo utilizado

Neste trabalho foi utilizado o fungo termofili@@mermomyces lanuginosisolado
de material vegetal de pilhas de compostagem, no municipio de Dourados (MS), mantido
emAgar Sabouraud Dextrosetemperatura de 4°C.
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4.2Determinagdo da temperatura 6tima de crescimento

Para determinar a temperatura étima de crescimento da linhagem isolada, o fungo
foi cultivado em temperaturas que variam de 25°C a 60°C por repique de ponto central em
placa de Petri contendo 20 mL de meio de culBaiaouraud Dextrose o diametro do alo

formado pelo micélio foi medido a cada 24 horas por 96 horas (Figura 1).

Figura 1: Formacéo do alo de crescimento em placa de Petri, em 24 horas a 45°C

4.30btencédo do indculo

O microrganismo foi cultivado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 40 mL do
meio Agar Sabouraud Dextroseclinado, mantido por 48 horas na temperatura de 50°C
(Figura 2). A suspenséao do fungo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de
cultura empregando 30 mL de solucdo nutriente para o fornecimento de micronutrientes
(0,1% de sulfato de aménio, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato
de amonia) devidamente autoclavada. A inoculagcdo do fungo no substrato se deu pela
transferéncia de 5 mL desta suspensao para os frascos Erlenmeyers contendo farelo de trigo
previamente preparado.
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4.4 Avaliacdo dos parametros de cultivo

A linhagem isolada foi cultivada em diferentes residuos agroindustriais a fim de
estabelecer o substrato ideal para a producap-gleosidase por ES (Figura 3). Os
residuos avaliados foram: sabugo de milho, palha de milho, bagaco de cana, casca de arroz
farelo de soja e farelo de trigo. A umidade do substrato foi variada de 50 a 90%, utilizando
a solucao nutriente anteriormente descrita (Figura 4). Para averiguar o pH ideal de cultivo,
foi utilizado solucdo nutriente com o pH variando de 4,0 a 7,0 para umedecer o substrato
(Figura 5). O tempo de cultivo para a maior producdo enzimatica foi avaliado utilizando as
melhores condi¢des avaliadas nas etapas anteriores, e o cultivo ocorreu por 168 horas sendo
a producgéo avaliada a cada 24 horas (Fi§ura

' e 7R | i - Foto Msc Maria-Alig
Flgura 3 Selec;ao dos Substratos a serem Figura 4: Cultivo em estado sélido com
avaliados. _ 50% de umidade.

: e Foto: Msc. Marla Alig
Figura 5: Varia(;éo do pH da solugéo
Nutriente a 50°C

e ————————————
. Fotol. Maria Alice

Figura 6: Cultivo do fungo de 0 a 168 h
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4 5Extracéo da enzima

Apos a fermentacdo nos frascos Erlenmeyers, foram adicionados 50 mL de agua
destilada nos meios cultivados, e mantido em agitacdo por 1 hora a 120 rpm (Figura 7)
Retirado da agitacdo, o material liquido contido nos frascos Erlenmeyer foi fikrado
centrifugado a 3.000 x g. para a separacao dos debris celulares. O material sobrenadante

extraido, foi utilizado para 0s ensaios enzimaticos.

4.6 Determinagdo da atividade de f-glicosidases

A determinacaade atividade B-glicosidases foidada pela adicdo de 50 puL do
extrato enzimatico bruto em 250 uL de solugcdo tampédo acetato de sédio 0,1M, com pH 5,0
e 250 pL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo 4mM (pNPBG, Sigma), com tempo de reacdao
de 10 minutos a temperatura de 50°C (Figura 8). Para a paralisacdo da reacéo dm utiliza
2 mL de carbonato de sédio 2M. O p-nitrofenol liberado foi quantificado com o uso do
espectrofotdbmetro a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto de reacéo.

A metodologia utilizada para a realizacdo dos experimentos € uma adaptacdo de
Silva (2008).

L

Fotoz:Msc..Maria alig i T
Figura7: Extracao de enzima pela adicdo Figura 8: Leitur
de 50 mL de agua destilada em espectrofometria a 410nm

a da atividade enzimatica
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Efeito da temperatura sobre o crescimento do fungo

Nas temperaturas de 25 e 30°C, 0 microrganismo ndo apresentou crescimento durante
todo o periodo de incubacdo. A partir de 35°C foi possivel observar desenvolvimento
micelial, no entanto, o crescimento 6timo foi atingido por volta dos 50°C (Figura 9).
Segundo Gomes at. (2007), a temperatura € o principal fator influente no funcionamento
e metabolismo destes organismos e a existéncia de locais termicamente estaveis,
possibilitou o aparecimento de espécies que requerem temperaturas maiores do que as
consideradas padroesDaSilva et al. (2005), obtiveram resultados similares quando
cultivaram uma linhagem dehermoascus aurantiacusptendo como temperatura 6tima
de crescimento50°C. Pandey, (2003) afirma que a temperatura esta intimamente
relacionada com o crescimento microbiano, formacéo e germinacéo de esporos e producéo
enziméatica. Para o caso de microrganismos termofilicos estima-se que a temperatura 6tima
de crescimento seja entre 40° e 50°C (GOMES et al., 2007).

5

4 ol Y
3 / \
5.
o
€ 1
Q
-g 0 T T T 1
a
@ 41 0 20 40 60 80
o

Temperatura (°C)

Figura 9: Desenvolvimento micelial em funcdo do tempo de cultivo por repique de
ponto central em placa de Petri, em meio Amouraud Dextrose

5.2Selecédo do substrato para producao de enzima

O fungo apresentou crescimento em todos os substratos, porém apenas em farelo de

trigo 0 microrganismo apresentou producdo signifiaatie B-glicosidase. Leite eal.
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(2008), quando cultivaram o fungdhermoascus aurantiacumm condicfes similares de
cultivo, obtiveram uma producéao de aproximadamente 5,8 U/mL (ou 58 U/g). A tabela 1
mostra a producéo enzimatica obtida no cultivo do fungo em cada substrato.

A selecdo de um substrato para a CES é de suma importancia para o processo, Visto
que, 0 sucesso do cultivo depende fundamentalmente da composicdo e natureza do
substrato (COUTO e SANROMAN, 2005). Bhargawakt(2008), afirmam que o farelo de
trigo € um dos residuos rsaitilizados no CES e que pode ser melhor explorado, os autores
ainda revelam que a transferéncia de calor é extremamente importante para o crescimento
do fungo, e o farelo de trigo facilita este processo devido a aeracdo dos granulos desse

substrato.

Tabela 1 Produgio de B-glicosidase pelo cultivo do fungo em diferentes substratos, sob
temperatura de 50°C, 72h de crescimento e pH 4,5.

SUBSTRATOS U/mL U/g
Farelo de trigo 1.73 17.3
Farelo de soja 0.4 4
Bagaco de cana 0 0
Casca de arroz 0 0
Palha de milho 0.36 3.6
Sabugo de milho 0 0

Os resultados obtidos confirmam o potencial para producdagtieosidase pelo
fungo, quando cultivado em farelo de trigo por cultivo em estado soélido. Leitg2007)
afirmam que o farelo de trigo possui uma composicdo (14% proteina; 27% carboidratos;
5% minerais; 6% gordura; 17% vitamina-B) o que favorece o crescimento microbiano e a
producdo de enzimas. Zimbardi &t (2013), apontam o farelo de trigo, como uma
excelente fonte de carbono para produgéo de enzimas celuloliticas devido sua composicao e
afirma que os compostos nele encontrados favorecem o crescimento do fungo, e
consequentementea maior produgdo de PB-glicosidase. Qian etal. (2012) relatam o
crescimento do fungoAspergillus nigerAS 3. 4309 em diferentes substratos, pogm

maior producdo de B-glicosidase, se deu em farelo de trigo.
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5.3Umidade inicial do substrato para a producéo enzimatica

O fungo filamentosdrhermomyces lanuginosudsi cultivado em farelo de trigo
contendo diferentes valores de umidade (de 50% a 90%). O microrganismo apresentou
desenvolvimento micelial em todas as umidades avaliddagdm, a produgdo de f-
glicosidase variou de acordo com o percentual de agua livre. E possivel perceber que em
65% de umidade, o fungo atingiu 0 maior pico de producdo enzinf@tcma 10). Pandey
et al. (2000) afirmam que umidade é um dos fatores que favorecem o crescimento e
atividade microbiana. Em uma segunda publicacdo Pandey (2003) concluiu que elevadas
taxas de agua diminuem a porosidade do substrato, prejudicando o desenvolvimento
micelial, e ainda, favorece contaminacdo por bactérias. Em contrapartida, a baixa umidade
do substrato compromete 0 acesso aos nutrientes, prejudicando também o desenvolvimento
do microrganismo. RodrigueZufiiga etal. (2011), obtiveram maior producéo de celulases
quando cultivaram uma linhagem de&spergillus niger em percentuais de umidade por
volta de 70%.

3,5
3 L d
=
£ 2,5
~
2
3 2 _ v
C
o
‘a 1,5
o
=
oo
@ 1
0,5 I
0 M
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Umidade (%)

Figura 10: Producédo de enzimas em funcdo da umidade do meio, sob temperatura de
50°C, 120h de crescimento e pH 4,5
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5.4Efeito do pH na producgéo de enzima

Dentre os valores de pH avaliados, houve producfeglieosidase por parte db
lanuginosusem todos os valores, porém é possivel observar que o microrganismo utilizado
possui tendéncias de crescimento em meios acidos, pois apresentou maior produgdo em pH
4,0 (Figura 11) Alguns estudos mostram a tendéncia de se usar meios acidos quando se
trata de producdo de enzimas por fungos filamentdstgisz eal. (2003) no intuito de
obter quantidades expressivaspaglicosidase utilizaram-se de meios ligeiramente &cidos
para realizar seus trabalhos. Deswalef2011) em seu trabalho, afirmam que o pH é um
parametro importante, pois afeta o desenvolvimento micelial, a produ¢do de enzimas e o
transporte de substancias pela parede celular do microrganismo. Ao cultivar uma linhagem
de Fomitopsis sp.RCK 2010 em diferentes valores de pH, obtiveram uma queda de
producdo enzimatica a medida que o pH se tornou alcalino. Tal fato comprova a preferéncia
dos fungos, por ambientes mais acido. Milalale2005) oltiveram o valor 3,0 como pH
otimo para producédo de celulases, quando cultivaram uma linhag&spdsrgillus niger
em palha de milho em cultivo submerso. Tal fato revela uma maior adaptacéo de fungos em

valores de pH é&cidos.
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Figura 11: Producao de B-glicosidase em funcao do pH inicial do meio, sob temperatura
de 50°C, 65% de umidade e 120 h de crescimento
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5.5Tempo de cultivo para a producéo de enzima

O experimento foi realizado submetendo o fungo termofilldermomyces
lanuginosusao crescimento de 168 horas no intuito de averiguar o melhor tempo para a
producdo da enzima de interesse. E possivel observar que a curva de producio, atinge seu
apice por volta de 120 hordfigura 12). Xia e Cen (1999), encontraram resultados
similares em seu trabalho, quando cultivaram uma linhagentrad#oderma reeseem
CES. Em seu trabalho, apdés 120 horas de cultivo em estado sélido, o fungaupaoduz
maior quantidade de celulase. Alguns estudos apontam fungos com maior producdo de
enzimas em tempos de cultivos maiores. Sales et al. (2010) ao avaliarem parametros para a
producdo de celulases e xilanases pspergillus aculeatuse Aspergillus phoenicis
obtiveram um tempo de cultivo ideal de 168 horas. Por outro lado, Karmakar e Ray (2010)
em seus estudos afirmam que a linhagerRlieopus oryzaeultivada por eles, tem como

tempo de cultivo ideal 48 horas para a producédo de endoglucanases extracelulares.
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Figura 12: Producao de B-glicosidase em fung¢ao do tempo (h), sob temperatura de 50°C,
65% de umidade do substrato e pH 4,5.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os objetivos do presente trabalho foram alcancados, uma vez que 0s experimentos
realizados possibilitaram estabelecer as melhores condi¢cdes de cultivo para a linhagem
selecionada. Tais condi¢cbes, dependem de variaveis como pH, composi¢do do substrato,
umidade, temperatura e tempo de cultivo que foram avaliadas no decorrer do pEcesso.
possivel perceber que ao melhorar as condi¢des de cultivo a producdo de enzimas saltou de
1,73 para 3,09 U/ml. Ao finalizar os experimentos corstuiue a linhagem de fungo
utilizada possui maior producdo de B-glicosidase em farelo de trigo, e os valores ideais
para, temperatura 6tima de crescimento, umidade, tempo de cultivo e pH foram, 50°C,
65%, 120 horas e 4,0 respectivamente.

Neste ambito , pode-se dizer que a linhagemhdgmomyces lanuginosuslizada
possui caracteristicas promissoras para a producgalimsidase devido a termofilia, e a
escassez de trabalhos cientificos usando esta espécie, possibilitam uma maior exploracéo da

mesma, considerando que existem varios parametros a serem avaliados.
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