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RESUMO - A industria de 6leos essenciais gera residuos que podem ser reaproveitados
como substratos em processos biotecnolégicos. Neste trabalho o residuo solido gerado
apos a extracdo do Oleo essencial de Aniba parviflora e Aniba rosaeodora foi utilizado na
fermentacdo solida do fungo Trichoderma harzianum, para obtencdo de celulase e
xilanase, enzimas com ampla aplicacdo industrial. Foi realizado um planejamento
experimental fracionado para selecionar as variaveis (umidade do substrato, tempo,
temperatura e adicdo dos nutrientes nitrogénio e fdésforo) que influenciam de forma
significativa as atividades enzimaticas, utilizando o fungo inoculado na forma de disco
micelial e suspensdo de esporos. O fungo mostrou maior producdo de celulase (2,71
U/gbs) em niveis maximos de tempo, temperatura e umidade, e niveis minimos de
nitrogénio e fosforo. A umidade foi a variavel estatisticamente significativa para a
producdo das duas enzimas. O residuo de macacaporanga mostrou-se mais adequado para
o cultivo fungico.

1. INTRODUCAO

Espécies do género Aniba, pertencente a familia Lauraceae sdo conhecidas pela producdo e
constituicdo dos seus Oleos essenciais, utilizados na industria de perfumaria, destacando-se a espécie
Aniba rosaeadora (pau-rosa), que possui o linalol como principal constituinte do seu 6leo essencial,
muito utilizado como fixador (Melo et al., 2006). Outra espécie, a A. parviflora (Meissn) Mez
(macacaporanga) também vem sendo utilizada na perfumaria (Marques, 2001).

Técnicas de extracdo dos compostos aromaticos de plantas, incluindo os 6leos essenciais e 0s
extratos, sdo citadas na literatura, entre elas a extracdo com solventes organicos, enfloracgéo,
prensagem, utilizacdo de CO; supercritico, hidrodestilacdo por arraste a vapor (Pybus e Sell, 1999).
Nesta Gltima, além de se obter residuo liquido, conhecido como hidrolato, também se obtém residuos
solidos, os quais podem ser utilizados como substratos em bioprocessos.

Os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de destaque no desenvolvimento
tecnolégico mundial, exibindo caracteristicas econdmicas e operacionais que conferem vantagens em
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relacdo aos processos quimicos convencionais. O uso desses processos possibilita a produgdo de um
grande nimero de metabdlitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as quais podem ser obtidas a
partir do reaproveitamento de residuos da agroindustria que podem ser encontrados em abundancia no
Brasil, contribuindo assim, para a reducdo de problemas ambientais (Maciel, 2006).

Muitas sdo as fontes de enzimas utilizadas industrialmente. Embora algumas sejam extraidas
de tecidos animais e vegetais, as enzimas usadas na indlstria sdo geralmente obtidas de
microrganismos. A grande variedade e disponibilidade de bactérias, leveduras e fungos, aliada ao
dominio das técnicas de cultivo, tornam as enzimas de origem microbiana as mais utilizadas em
processos industriais. Apesar de um microrganismo ser capaz de produzir mais de mil enzimas
distintas, é necessario um trabalho cuidadoso para o isolamento de espécies que produzam
determinadas enzimas com as caracteristicas desejadas (Faber, 2004).

Os ambientes tropicais brasileiros mostram uma rica biodiversidade, tornando-se promissores
para a pesquisa de novos microrganismos com aplicacbes biotecnoldgicas, em especial os fungos.
Numerosos fungos, como os dos géneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium sdo capazes de
produzir celulases e xilanases em diferentes condigdes (Souza et al., 2009). Diversos estudos tém
reportado a producdo de enzimas utilizando a Fermentagdo Solida (FS), processo onde o crescimento
microbiano e a formagdo de produtos ocorrem na superficie de substratos sélidos (Souza et al., 2009).
A FS é uma excelente alternativa para a utilizacdo de residuos agroindustriais (Singhania et al., 2009).

As xilanases sdo um grupo de enzimas presente nas mais diversas aplicacbes industriais,
destacando-se especialmente na indUstria de polpa e papel, com significativa expansdo de aplicaces
no setor de alimentos e em ra¢des animais. S0 enzimas que degradam a xilana, a qual é o principal
componente da hemicelulose vegetal (Metzler, 2001). A celulase também é uma enzima de grande
interesse. O nome celulase corresponde as diversas enzimas presentes na biodegradagdo da celulose.
Sua aplicacdo industrial atinge areas como a producédo de bebidas, alimentos, ra¢des, industria téxtil,
bem como a hidrélise enzimatica da celulose, com objetivo de se obter agucares fermentaveis,
utilizados para produgdo de biocombustiveis (Mussatto et al., 2007).

Portanto, o objetivo deste trabalho, foi investigar, por meio de um planejamento experimental,
a producdo de hidrolases fungicas a partir do aproveitamento do residuo da obtencdo do 6leo essencial
de duas espécies de Lauraceas, visando a utilizagdo sustentavel de plantios florestais que possibilite o
desenvolvimento de tecnologias adequadas a realidade da Regido Amazonica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Residuo Sélido

O residuo solido utilizado como substrato na fermentacdo foi obtido da hidrodestilacdo dos
galhos finos (£ 3cm de didametro) e folhas das espécies A. parviflora e A. rosaeodora, coletadas na
Fazenda Pematec Santarém-PA e na Fazenda Magaldi (Maués-AM), respectivamente. O material
vegetal foi seco a temperatura ambiente durante 10 dias e triturado em moinho de facas com tela de 3
mm, sendo utilizado para a extracdo do 6leo essencial em hidrodestilador tipo Clevenger.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 2



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC

Engenharia Quimica

A umidade do residuo da A. parviflora e da A. rosaeodora foi obtida pelo método de
dessecacdo, com o aquecimento direto da amostra a 50°C em estufa, de acordo com as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). A partir do calculo da umidade foi determinada a
quantidade de solucdo nutriente que foi adicionada nos experimentos de FS.

2.2. Microrganismo

Foi utilizada a espécie fangica Trichoderma harzianum (DPUA 188/UFAM), cedido pelo
Laboratério de Micologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O fungo foi mantido em
meio agar-aveia e repicado periodicamente. Para o preparo do indculo, o fungo foi cultivado
utilizando 0 mesmo meio de cultura, sendo incubado em estufa BOD durante sete dias a 28°C.

Duas formas de inéculo fangico, disco micelial e suspensdo de esporos, foram utilizadas para
avaliar a producgdo das enzimas celulase e xilanase por meio da FS. Das placas cultivadas com o
fungo T. harzianum foram cortados discos miceliais de 1,0 cm de didmetro, os quais foram retirados e
inoculados no meio so6lido para a produgdo de enzimas. A suspensdo de esporos foi preparada a partir
das placas cultivadas com o fungo esporulado, preparando-se uma solugdo salina a 1%, sendo
padronizado na concentragdo de 1 x 108 UFC/mL.

2.3. Cultivo dos Fungos Utilizando a Fermentacgéo Solida

Os fungos foram cultivados no residuo sélido complementado com uma solugao de nutrientes.
O meio de cultivo foi composto por 7 g de residuo sélido seco e triturado acrescidos de solugdo
contendo diferentes concentragbes dos nutrientes (NH;NO3; e KH,PO,4), com quantidade de agua
deionizada suficiente para atingir os valores de umidade estudados, sendo posteriormente
autoclavado. Em seguida, cinco discos miceliais ou 50 puL da suspensdo de esporos foram inoculados
no meio de cultivo s6lido mantido a diferentes temperaturas e periodos de tempo.

Apos o crescimento, 20 mL de agua deionizada autoclavada foram adicionadas ao meio, para
facilitar a extracdo das enzimas. O meio contendo agua foi colocado em um banho com ultra-som por
2 min e sob em shaker por 10 min. Foi realizada uma filtracdo a vacuo, em funil de Blichner e as
amostras dos extratos enzimaticos foram armazenadas em freezer.

2.4. Avaliagdo das Atividades Enzimaticas

A partir da metodologia de Silva e Carmona (2008), a atividade de enzimas celuloliticas foi
determinada pela avaliacdo da atividade de endoglucanase (carboximetilcelulase), que consistiu na
adicdo de 500 puL do extrato bruto a 500 L do substrato CMC a 1% em tampé&o acetato de sodio 50
mM pH 5,0, incubando a mistura por 30 min/50°C, onde a reacdo foi interrompida com a adi¢ao de
500 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Apo0s, agitou-se no voOrtex e manteve-se por 5
min/100°C. Resfriou-se em temperatura ambiente e, em seguida, adicionou-se agua destilada,
completando para 10 mL. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm.

Para a atividade xilanolitica também seguiu-se a metodologia de Silva e Carmona (2008), onde
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a mesma foi determinada por meio de incubacdo de 500 pL do extrato enzimatico com 750 uL de
solucgdo de xilano a 1% em tampéo fosfato 50 mM pH 6,0 por 10 min/50°C. Adicionou-se 500 pL de
DNS e incubou-se a 100°C/5 min. Em seguida, foram adicionados 8.250 pL de agua destilada e as
solugdes foram homogeneizadas. Por fim, foi feita a leitura no espectrofotdmetro a 540 nm.

O célculo da atividade enzimatica foi realizado a partir da determinacdo dos agUcares redutores
liberados em cada reacdo conforme a metodologia descrita por Miller (1959). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como aquela correspondente a liberacdo de um pmol de aglcar
redutor equivalente a glicose ou xilose, por minuto, por mL da amostra, nas condi¢bes do ensaio.
Apols a obtencdo da atividade em U/mL, usando os valores de umidade de cada experimento,
converteram-se os valores para U/g de substrato (em base seca).

2.5. Planejamento Experimental

Foi realizado um planejamento experimental fracionado 2°* para selecionar as variaveis -
umidade do substrato, adicao de nutrientes (fontes de nitrogénio e de fdsforo), tempo e temperatura de
cultivo — que influenciam de forma estatisticamente significativa as atividades enzimaticas (p < 0,05).

O software Statistica 10.0 foi utilizado para analisar os dados experimentais. Assim, utilizando a
ferramenta do planejamento experimental foi possivel investigar a influéncia das varidveis na
producdo enzimatica. O erro experimental foi avaliado a partir da triplicata no ponto central
(Rodrigues e lemma, 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade enzimatica celulolitica (AEC) e xilanolitica (AEX) obtidos a partir
do planejamento experimental fatorial fracionado 2°* com o cultivo do fungo T. harzianum em FS,
para cada tipo de inoculo utilizado (DM e SE) e para os dois substratos solidos (residuos de
macacaporanga e de pau-rosa), estdo apresentados na Tabela 1.

Para o residuo de macacaporanga, observa-se que o melhor resultado para a atividade de
celulase (2,71 U/gbs = 0,45 U/mL) foi obtido no ensaio 4, quando utilizado como indculo a SE, niveis
maximos de umidade (90%), temperatura (30°C) e tempo de cultivo (15 dias) e niveis minimos de
fosforo (3,0%) e nitrogénio (1,5%). Ja para o residuo de pau-rosa, o melhor resultado (1,59 U/gbs =
0,25 U/mL) foi obtido no ensaio 11, quando utilizado como in6culo 0 DM, niveis méaximos de
umidade (90%), tempo de cultivo (15 dias) e fosforo (6,0%) e niveis minimos de temperatura (24°C) e
nitrogénio (1,5%).

Para o residuo de macacaporanga, observa-se que o melhor resultado para a atividade de
xilanase (1,14 U/gbs = 0,15 U/mL) foi obtido no ensaio 6, quando utilizado como indculo a SE, niveis
maximos de umidade (90%), temperatura (30°C) e nitrogénio (4,5%) e niveis minimos do tempo de
cultivo (9 dias) e de fésforo (3,0%). Ja para o residuo de pau-rosa, 0 melhor resultado (0,92 U/gbs =
0,14 U/mL) foi obtido no ensaio 16, quando utilizado como in6culo o DM, niveis méaximos de
umidade (90%), tempo de cultivo (15 dias), temperatura (30°C), fosforo (6,0%) e nitrogénio (4,5%).
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Tabela 1 — Atividades enziméticas de celulase e xilanase obtidas nos ensaios de fermentacéo sélida.

VARIAVEIS MACACAPORANGA PAU-ROSA
ENSAIOS AEC (U/gbs) AEX (U/gbs) AEC (U/gbs) | AEX (U/gbs)
T (°C) | t(dias) | N (%) | P (%) | U (%) | DM SE DM SE DM SE DM SE
1 24(-1) | 9(-1) 15(1) | 30(1) | 90(+1) | -006 | -0,03 | -092 0,09 1,48 048 | 244 | 086
2 30(+1) | 9(1) 15(1) [ 30(1) | 70(-1) | 0,02 0,60 060 | -0,09 0,58 002 | 018 | -041
3 24(-1) | 15(+1) | 15(1) | 30(1) | 70(-1) | 0,09 0,20 -1,35 0,39 0,01 -004 | 010 | 0,09
4 30(+1) | 15(+1) | 1,5(1) | 3,0(-1) | 90(+1) | 0,13 271 -0,35 1,01 0,15 0,20 0,26 | 0,20
5 24(-1) | 9(1) |45(+1) | 30(-1) | 70(-1)| 0,01 0,22 -012 | -0,01 077 -001 | -0,04 | 001
6 30(+1) | 9(1) |45(+1)|30(1) |90 (+1)| -005 131 0,75 1,14 057 0,25 -28 022
7 24(-1) | 15(+1) |45(+1) | 30(-1) | 90 (+1)| 0,21 113 0,09 0,88 014 046 | 057 | -018
8 30(+1) | 15(+1) | 45(+1) | 3,0(-1) | 70(-1) | 0,06 021 0,09 -0,09 0,16 0,19 0,13 | -0,06
9 24(-1) | 9(-1) 15(1) [60(+1)| 70(-1) | -0,15 023 -041 0,41 0,07 018 010 | 016
10 30(+1) | 9(-1) 15(1) |60 (+1) | 90 (+1) | -059 0,83 -0,92 1,05 1,36 009 | -151 | 039
11 24(-1) | 15(+1) | 15(-1) | 6,0(+1) | 90(+1)| 0,18 0,78 -031 0,61 1,59 014 | 290 | -154
12 30(+1) | 15(+1) | 1,5(-1) | 60(+1) | 70(-1) | -003 | -009 | -042 0,12 -0,01 006 | 003 | -018
13 24(-1) | 9(-1) |45(+1) |6,0(+1) |90 (+1)| 0,09 042 0,39 0,26 093 014 083 | 022
14 30(+1) | 9(1) |45(+1) |60(+1)| 70(-1) | -011 021 0,26 -0,03 0,03 0,28 0,09 | -007
15 24(-1) | 15(+1) | 45(+1) |6,0(+1) | 70(-1) | 0,03 009 | -018 0,15 0,19 005 | 018 | -0,03
16 30(+1) | 15(+1) | 45(+1) | 6,0(+1) | 90 (+1)| 0,13 -0,01 0,75 0,18 0,13 0,64 092 | 026
17 27 (0) 12 (0) 3(0) | 45() | 80(0) | 022 011 -0,22 0,28 -0,48 0,05 053 | -042
18 27 (0) 12 (0) 3(0) | 45() | 80(0) | 027 -0,01 0,59 0,61 -0,62 001 | -1,34 | 007
19 27 (0) 12 (0) 3(0) | 45() | 80(0) | 054 011 -0,15 0,55 -0,55 005 | 026 | 0,02

T = temperatura; t = tempo; N = nitrogénio; P = fésforo; U = umidade; DM = disco micelial; SE = suspensédo de
esporos; AEC = atividade enzimatica celulolitica; AEX = atividade enzimatica xilanolitica.

Em geral, os valores de atividades enzimaticas (celulase e xilanase) estdo abaixo do esperado. A
baixa producdo das hidrolases pode ser explicada pelo fato de que as espécies A. parviflora e A.
rosaeodora, das quais os residuos foram utilizados, produzem linalol. Esta substancia apresenta efeito
antifungico para alguns fungos, o que pode ter inibido o crescimento do T. harzianum, em especial
quando o residuo de pau-rosa foi utilizado, uma vez que a concentracdo de linalol nesta espécie varia
de 74 a 96% no seu 6leo essencial (Maia et al., 2007), enquanto que na macacaporanga, o linalol esta
presente, em média, na concentracdo de 35% (Marques, 2001).

Ao contrario do que foi observado no presente trabalho, Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004)
utilizaram o fungo T. harzianum na produgdo de CMcase e obtiveram um bom valor de atividade
enzimatica (1,64 U/mL) ap6s 4 dias de cultivo a uma temperatura de 25°C em farelo de trigo. Quando
cultivado no residuo de macacaporanga, a atividade maxima de CMCase observada foi de 0,45 U/mL
e de 0,25 U/mL quando o residuo de pau-rosa foi empregado.

Para a producdo de xilanase, esta espécie fungica também ja foi relatada como promissora.
Rezende et al. (2002) utilizaram o bagaco de cana-de-aglicar como substrato para a producdo de
xilanase pelo fungo T. harzianum Rifai, verificando a maior AEX (288 U/mL) no sétimo dia de
cultivo. No presente trabalho, o fungo T. harzianum ndo apresentou resultado satisfatério para a AEX
quando cultivado nos residuos de macacaporanga (0,15 U/mL) e pau-rosa (0,14 U/mL).

Em geral, as espécies do género Trichoderma sao relatadas como boas produtoras de celulases e

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5



=
<

“C(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

xilanases, independentemente de suas condicdes de cultivo. No trabalho de Maurya et al. (2012), por
exemplo, foi obtida a producdo méaxima de celulase (2,63 U/mL) com o fungo T. reesei utilizando
como substrato farelo de trigo com umidade de 70%, a 30°C apds 6 dias de cultivo. Ja no trabalho de
Kar et al. (2006), a produ¢do maxima de xilanase (4,75 U/mL) com o fungo T. reesei foi obtida em
condigdes submersas contendo xilano, na temperatura de 30°C, durante 72 h.

A Figura 1 apresenta os Diagramas de Pareto para a AEC e AEX do fungo T. harzianum.
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Figura 1 — Diagramas de Pareto para a atividade enzimatica celulolitica do fungo Trichoderma
harzianum cultivado no residuo da macacaporanga, inoculado na forma de suspensao de esporos (a); e
para a atividade enzimatica xilanolitica do fungo Trichoderma harzianum cultivado no residuo da
macacaporanga, inoculado na forma de disco micelial (b), suspenséo de esporos (c) e cultivado no
residuo de pau-rosa, inoculado na forma de disco micelial (d).
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De acordo com a Figura 1a, somente a umidade foi estatisticamente significativa para o nivel de
confianca de 95%, utilizando o in6culo na forma de SE e o residuo de macacaporanga. Para 0s
experimentos onde se utilizou o in6culo na forma de DM e os residuos de macacaporanga e de pau-
rosa, assim como o inoculo na forma de SE e o residuo de pau-rosa, para a producédo de celulase pelo
fungo T. harzianum, nenhum dos efeitos mostrou-se estatisticamente significativo.

De acordo com a Figura 1b, somente a adicdo de nitrogénio foi estatisticamente significativa
para o nivel de confianca de 95% e influencia positivamente a producdo da xilanase, utilizando o
inoculo na forma de DM e o residuo de macacaporanga. Na Figura 1c, nota-se que utilizando o
indculo na forma de SE e o residuo de macacaporanga, assim como observado na Figura 1d (inéculo
na forma de DM e o residuo de pau-rosa), somente a umidade mostrou-se significativa e que a mesma
influencia positivamente na producdo da xilanase. Os efeitos da adi¢do de nitrogénio e fdsforo,
temperatura e tempo de cultivo aparecem na sequéncia, € ndo apresentaram significancia estatistica.

Para os inoculos na forma de DM e de SE verifica-se que para a producdo da Xxilanase no
residuo de pau-rosa nenhum dos efeitos (umidade, nitrogénio, tempo de cultivo, fésforo e
temperatura) apresentou-se estatisticamente significativo para o nivel de confianga de 95%.

4. CONCLUSAO

Os residuos de Aniba, gerados a partir da hidrodestilacdo de galhos e folhas podem ser
utilizados na FS para o cultivo do fungo T. harzianum, visando a obtencdo das enzimas celulase e
xilanase. Entretanto, os valores de atividade enzimatica obtidos foram baixos, provavelmente devido a
presenca de linalol, composto com a¢do antifungica, o qual deve ser eliminado do residuo antes do
bioprocesso. Na triagem das variaveis significativas para a producao de enzimas hidroliticas, 0 melhor
substrato para o cultivo de T. harzianum foi o residuo de macacaporanga com 90% de umidade, sendo
o0 in6culo na forma de SE o mais adequado para a producao de celulase e xilanase.
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