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RESUMO - Pesquisas voltadas para producéo de enzimas lignoceluloliticas constituem-se
em valorosa acéo para o desenvolvimento no setor de biocombustiveis, em especial para a
producdo de etanol de 22 Geracdo. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a produgéo de celulases e xilanases por fungos filamentosos em fermentagéo
submersa, utilizando residuos da cadeia produtiva do biodiesel como fontes de carbono.
Trés linhagens isoladas de amostras ambientais e uma linhagem de referéncia,
Trichoderma reesei CCT2768, foram avaliadas para producdo das enzimas supracitadas.
Dentre os micro-organismos avaliados, um isolado identificado como Aspergillus
tubingensis AN1257 se destacou para a producdo das enzimas investigadas, utilizando
torta de caroco de algodao, exibindo valores de 694 U/L de atividade de endoglucanase,
620 U/L de B-glucosidase e 48 U/L de FPase ap0s o0 periodo de 96 horas de fermentacéo,
e 30 U/mL de atividade xilanolitica apds 72 horas de fermentacéo.

1. INTRODUCAO

Enzimas celuloliticas e xilanoliticas tém sido comumente utilizadas nas inddstrias téxteis, de
papel e celulose, de alimentos e bebidas, e de ragdo animal. Entretanto, nos ultimos anos houve maior
interesse por estudos e pesquisas sobre estas enzimas visando o aproveitamento de biomassas
lignocelulosicas. Este fato deve-se principalmente aos avancos industriais que geram diariamente
toneladas de residuos sélidos lignocelulésicos, os quais muitas vezes, se tornam um problema
ecologico (Sukumarana, et al., 2009. Visser et al., 2011).

A demanda por estes catalisadores lignoceluloliticos vem crescendo rapidamente e
impulsionando pesquisas relacionadas ao uso de celulases e xilanases na producdo de etanol de 22
Geracdo (Camassola e Dillon, 2009; Gottschalk et al., 2010; Maeda et al., 2013). Contudo, o atual
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emprego de enzimas comerciais neste processo, denominado sacarificacdo enzimatica, apresenta alto
custo, o que torna a producéo do etanol de segunda geracdo mais onerosa (Fachinni et al., 2011). A
fim de contornar este problema, um dos focos para o desenvolvimento tecnoldgico de obtencdo do
etanol lignocelulésico estd na producdo de enzimas de baixo custo. Parte deste caminho passa pela
selecdo de micro-organismos produtores de enzimas lignoceluloliticas, dentre os quais, os fungos
filamentosos sdo especialmente importantes. Outro fato relevante para a producdo de enzimas é a
composicao dos meios de fermentacdo, que contribui consideravelmente para o preco final do produto
tornando necessaria a busca por substratos de baixo custo (Fachinni et al., 2011).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial indutor das tortas de
algoddo, girassol e macaulba, residuos da cadeia de producédo do biodiesel, para producédo de celulases
e xilanases por novos isolados de fungos filamentosos quando utilizadas como fontes de carbono em
processo de fermentacdo submersa.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencdao e preparo das tortas

A torta de algoddo utilizada neste estudo foi doada pela Industria de Oleo, Racdes e Plasticos
Montes Claros LTDA — localizada no municipio de Montes Claros, MG; a torta de girassol foi doada
pela empresa BIOSEP, localizada no municipio de Trés Pontas, MG; e a torta de macauba foi doada
pela Unidade de Beneficiamento do Coco de Macaulba - UBCM, localizada na cidade de Mirabela —
MG.

2.2. Obtencdo e manutencao das linhagens de fungos

As trés linhagens de fungos filamentosos utilizadas neste estudo Aspergillus tubingensis
AN1257, Penicillium sp T1.1 e PV (linhagem n&o identificada) foram escolhidas a partir de
resultados de triagem realizada anteriormente. Para fins comparativos foi utilizada uma linhagem de
Trichoderma reesei CCT2768, reconhecida como excelente produtora de celulases. As linhagens
foram mantidas no Laboratorio de Bioprocessos e Biotransformacdo - UFVJIM, estocadas em tubos
contendo meio complexo de extrato de aveia para a linhagem Trichoderma reesei e meio PDA (potato
dextrose agar) para as demais culturas. As linhagens estudadas foram cultivadas a 30°C durante 14
dias para linhagem de Trichoderma reesei e 7 dias para as demais. Para manutencéo, foram realizados
repiques periddicos (a cada 3 meses) sendo as culturas conservadas sob refrigeracéo (4+1°C).

2.3. Processo fermentativo para producéo de enzimas lignoceluloliticas

As culturas estoque foram repicadas em placas de Petri contendo meio Vogel (Vogel, 1964), em
triplicata, e incubadas a 30°C por 14 (Trichoderma reesei) e 7 dias (PV, T1.1, AN1257). Os conidios
foram coletados assepticamente em 10 mL de &gua destilada estéril, filtrados através de gaze e
contados em Camara de Neubauer para determinacdo da concentracdo do indculo.

Os fungos filamentosos estudados foram avaliados quanto ao desempenho no processo de
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fermentacdo submersa (FSb) em meios elaborados com torta de algoddo, torta de girassol, torta de
macauba e celulose microcristalina comercial como fontes de carbono.

O experimento foi realizado de modo a avaliar a producdo de endoglucanase e xilanase. O
processo fermentativo foi conduzido por 120 horas, em frascos conicos de 125 mL, em triplicata,
contendo 25 mL de meio base composto de extrato de levedura (0,4 g/L), NaCl (0,1 g/L), MgSQOy-
7H,0 (0,2 g/L), KH,PO4(0,4 g/L), KoHPO,4 (0,1 g/L) e 5 g de uma das fontes de carbono supracitadas.
Em cada processo, separadamente, foram utilizados como agentes de fermentacdo as linhagens de
fungos filamentosos AN1257, T1.1, PV e a linhagem controle. Cada suspensdo de conidios foi
inoculada de forma a obter uma concentracdo final de 1,0 x 10° conidios/mL de meio de fermentagéo
(meio base). O processo fermentativo foi conduzido a 30°C em estufa incubadora, marca Nova
Etica®, sob agitacdo a 150 rpm.

A obtencdo dos extratos enzimaticos foi realizada por meio de filtracdo em funil de Blichner a
vacuo utilizando papel de filtro, previamente pesado, com retencdo de particulas de 7 a 12um. O
filtrado foi recolhido em tubos de ensaio imersos em gelo em escama contido dentro de Kitassato. O
filtrado foi mantido em gelo até a determinacdo da atividade das enzimas estudadas. O papel de filtro
contendo o residuo solido do meio fermentativo foi seco em estufa a 60°C, pesado e os valores
utilizados para a determinacéo de peso seco.

Apos avaliagdo das linhagens e fontes de carbono estudadas, uma nova fermentacdo foi
conduzida, utilizando apenas a linhagem e fonte de carbono que se destacaram, na qual foram
determinadas as atividades de endoglucanase, B-glucosidase, FPase, xilanase (Ghose, 1987) e
protease. Foi ainda, quantificado o teor de proteinas soltveis (Lowry, 1951), acucares redutores
(Miller, 1959), peso seco e determinado o pH do meio a cada 24 horas, em um periodo de 144 horas
de fermentacdo submersa.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Processo fermentativo para producao de enzimas lignoceluloliticas

O grafico representado pela Figura 1 ilustra as atividades maximas de endoglucanase (U/L) dos
extratos brutos produzidos pelas linhagens AN1257 (Aspergillus tubingensis), T1.1 (Penicillium sp.),
PV (linhagem ndo identificada) e Trichoderma reesei CCT2768, por processo de fermentacédo
submersa (FSb) em meios elaborados com torta de algoddo, torta de girassol, torta de macauba e
celulose microcristalina comercial como fontes de carbono. Observa-se que dentre as trés linhagens
avaliadas, a que melhor produziu a enzima endoglucanase foi a linhagem Aspergillus tubingensis
AN1257, com atividade de 713 U/L, ap6s 96 horas de fermentacéo, valor proximo ao encontrado por
Shimokawa (2012) que avaliou esta mesma espécie. Pode-se observar ainda, que a producdo de
endoglucanase pela linhagem AN1257 foi superior em 13,6 % em relacdo a linhagem de referéncia,
Trichoderma reesei CCT2768, que apresentou uma atividade maxima de 616U/L de endoglucanase
apos 96 horas de fermentacgéo.
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Figura 1 — Valores de produgdo maxima da enzima endoglucanase pelas linhagens Trichoderma
reesei CCT2768, Aspergillus tubingensis AN1257, Penicillium sp. T1.1, e PV, em processo de
fermentacao submersa

Quanto as fontes de carbono utilizadas, a torta de algodéao foi a que melhor induziu a producéo
de endoglucanase, tanto pela linhagem de Aspergillus tubingensis AN1257 quanto pela linhagem de
Trichoderma reesei CCT2768. Alguns residuos das industrias de biodiesel tém sido relatados como
fontes de carbono para producdo de enzimas lignoceluloliticas, como torta de dendé (Alam et al.,
2005), residuos de amendoim (Vyas e Vyas, 2005), torta de pinhdo-manso (Ncube et al., 2012), torta
de mamona (Herculano et al., 2011). A utilizacdo de residuos da cadeia do biodiesel em bioprocessos
para obtencdo de enzimas tem se mostrado como ferramenta economicamente promissora, pois além
agregar valores aos coprodutos, permitirad a reducdo do custo do processo de producdo de enzimas
hidroliticas.

Dentre as linhagens avaliadas, o Aspergillus tubingensis AN1257 também se mostrou um
excelente produtor de xilanases, produzindo nesta etapa do estudo 30U/mL de atividade xilanolitica.
Porém, a linhagem de referéncia (Trichoderma reesei CCT2768) produziu maior atividade, chegando
a atingir 39U/mL de atividade xilanolitica nas mesmas condicBes fermentativas aplicadas para o
Aspergillus tubingensis AN1257 (Figura 2). A torta de algoddo também foi a melhor op¢do como
fonte de carbono para producdo de enzimas xilanoliticas. Vale ressaltar que esta biomassa induziu
melhor a producdo de enzimas xilanoliticas, mesmo apresentando quantidades inferiores de
hemicelulose (15,19 + 1,49%) quando comparada a torta de girassol (20,55 * 1,22%). Desse modo, 0
fungo filamentoso Aspergillus tubingensis AN1257 e a torta de algoddo foram escolhidos para dar
continuidade ao estudo.
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Figura 2 — Valores de produ¢do maxima da enzima xilanase pelas linhagens Trichoderma reesei
CCT2768, Aspergillus tubingensis AN1257, Penicillium sp. T1.1 e PV (linhagem n&o identificada)
em processo de fermentacdo submersa

Os gréficos representados na Figura 3 demonstram o perfil fermentativo para produgdo de
enzimas lignoceluloliticas, no qual estdo ilustrados as atividades de endoglucanase, B-glucosidase,
fpase, xilanase, além das atividades de protease, producdo de proteinas soluveis, consumo de aclcares
redutores, variacdo de pH e peso seco, no periodo de 144 horas de fermentacdo submersa, utilizando
torta de algoddo como fonte de carbono e a linhagem de Aspergillus tubingensis AN1257. Foi
possivel observar que a linhagem em estudo apresentou considerdvel capacidade de producgéo para as
enzimas celuloliticas e xilanoliticas, exibindo valores de 694 U/L de atividade de endoglucanase, 620
U/L de B-glucosidase e 48 U/L de FPase ap06s o periodo de 96 horas de fermentacdo e 30 U/mL de
atividade xilanolitica apds 72 horas de fermentacdo (Figura 3). O tempo de 96 horas para producédo
méaxima de enzimas celuloliticas por linhagens do género Aspergillus sp. também foi observado por
Kang et al., 2004 e Bansal et al., 2012. A atividade maxima de xilanase foi observada em um periodo
menor que o0 observado para a producdo de celulases, resultados condizentes aos relatados por
Facchini 2011. Nestes mesmos graficos (Figura 3) também foi apresentado o perfil de producédo de
proteina sollvel (g/L). O aumento de proteina sollvel no extrato enziméatico ocorreu antes do
aparecimento das atividades celulasicas (Figura 3), indicando que a detec¢do do aumento de proteinas
pode estar associada principalmente a producdo de enzimas Xilanoliticas (Figura 3). Com base nos
valores de proteina sollvel pode-se calcular os valores de atividade enzimatica especifica (U/g de
proteina sollvel) obtendo atividades de aproximadamente 875 U/g de proteina solGvel para
endoglucanase, 785 U/g de proteina soluvel para f-glucosidase, 60 U/g de proteina soltvel para Fpase
e 70 U/mg de proteina soluvel para xilanase. No perfil de producdo de proteases, representado na
Figura 3, é possivel observar a presenca de enzimas proteoliticas com atividade de 100 U/L apds 120
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horas de processo fermentativo, fato que possivelmente contribuiu para a reducdo das atividades das
enzimas Xxilanoliticas e celuloliticas como apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Perfis de atividade das enzimas endoglucanase, B-glucosidase, FPase, Xilanase,
protease, proteinas solveis (PtS) , consumo de agucares redutores (AR), variacdo de pH e peso seco,
no periodo de 144 horas de fermentacdo submersa, utilizando torta de algod&o e a linhagem
Aspergillus tubingensis AN1257.

Neste experimento também foi possivel avaliar alguns parametros bioquimicos e fisiologicos
como a alteracdo de pH do meio durante o processo fermentativo, consumo de acgucares redutores
disponiveis no meio e variacdo de peso seco. Durante o processo de fermentacdo submersa com a
linhagem de Aspergillus tubingensis AN1257 houve uma reducéo significativa do pH do meio (Figura
3). Os dados evidenciam que no pico de producdo enzimatica, 72 horas para Xilanase e 96 horas para
celulases, que podem ser observados na Figuras 3, o valor de pH decaiu bruscamente, ficando em
torno de 2,5. Tais dados sdo concordantes com o fato de que varias espécies de Aspergillus negros,
como o A. tubingensis da linhagem AN1257, sdo produtores de &cidos organicos e, geralmente,
precisam de um pH fortemente &cido para o seu crescimento. Diante destes resultados, surge a
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necessidade de estudos sobre a influéncia do pH inicial do meio de cultivo para producéo de celulases
e xilanases por Aspergillus tubingensis AN1257. O perfil de utilizacdo dos acucares redutores
soltveis no meio fermentativo pela linhagem em estudo (Figura 3) permite sugerir que a
disponibilidade inicial de agucares, prontamente assimilaveis, quando comparado com a curva de
producdo das enzimas do complexo das celulases, promove uma repressdo na producdo destas
enzimas, a qual € iniciada imediatamente apds o0 consumo dos mesmos.

Observou-se que os resultados deste estudo foram superiores a diversos estudos relatados nos
ultimos anos (Tabela 1) relacionados a producdo de endoglucanase e xilanase por linhagens de fungos
do género Aspergillus em processo de fermentacdo submersa, empregando residuos lignoceluldsicos
como fonte de carbono.

Tabela 1 — Informacdes sobre estudos cientificos realizados sobre a producédo de enzimas celuloliticas
e xilanoliticas por fungos do género Aspergillus spp. em fermentacdo submersa, utilizando diferentes
residuos lignocelul6sicos como fonte de carbono.

Fonte Carbono Endo(gLIJ;JE? nase ?U?nr;ef)e Referéncia
A. niger Bagaco de cana de - 1,96 Cunha et al. 2012
acucar
A. japonicus = Sabugo de milho + - 26,2 Facchini et al. 2011
farelo de soja
A. terreus Farelo Mamona 630 - Herculano et al. 2011
A. candidus Farelo Mamona 530 - Herculano et al. 2011
A. japonicus Farelo Mamona 0,37 - Herculano et al. 2011

3. CONCLUSOES

Apesar de celulases e xilanases serem comumente comercializadas, vale ressaltar que a
producdo brasileira destas enzimas ndo atende a demanda nacional havendo necessidade de
importacdo das mesmas. Diante do exposto, h& necessidade de estudos voltados para a producdo de
enzimas lignoceluloliticas a fim de tornd-las mais acessiveis e com baixo custo. A utilizacdo de
residuos provenientes da extracdo lipidica de oleaginosas, oriundos da cadeia de producdo do
biodiesel, como fonte de carbono em processos de fermentacdo por fungos filamentosos se mostrou
relevante para producdo de celulases e xilanases,. O estudo revelou novas linhagens de micro-
organismos com potencial biotecnolégico. Por fim, a pesquisa realizada gerou perspectivas de novos
estudos relacionados ao aproveitamento de residuos da cadeia do biodiesel para a producdo de
bioetanol e hidrolases lignoceluloliticas por processos de baixo custo.
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