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Producio de celulases e hemicelulases por fermentacio em estado

solido do fungo Thermomyces lanuginosus em residuos agroindustriais

Cellulases and hemicellulases production by solid state fermentation of the fungus
Thermomyces lanuginosus in agro-industrial waste

Gabriela Totino Ulian, Nayara Fernanda Lisboa Garcia, Rodrigo Simdes Ribeiro Leite

Laboratorio de Enzimologia e Processos Fermentativos - Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais - Universidade Federal da
Grande Dourados — FCBA/UFGD. Rodovia Dourados / Itahum km 12, 79804-970, Dourados - MS
E-mail: gabriela.ulian@uol.com.br

Resumo

Muitas enzimas produzidas por fungos tém relevantes aplicagoes industriais. A produgdo enzimatica por fermentagdo em estado
solido reduz o custo de produgdo e diminui os impactos ambientais causados por esses residuos. O objetivo desse trabalho foi
estudar a produgdo de celulases e hemicelulases do fungo Thermomyces lanuginosus por fermentagdo em estado solido usando
diferentes residuos agroindustriais. Foram avaliados os substratos solidos farelo de trigo, bagaco de cana, farelo de soja, casca de
arroz, palha de milho e sabugo de milho e posteriormente o tempo de fermentagdo. O estudo das enzimas extracelulares mostrou
que o fungo T. lanuginosus é mais xilanolitico do que celulolitico. A maior produg¢do das enzimas foi obtida pelo cultivo do
microrganismo em farelo de trigo, contendo 70% de umidade, a temperatura de 45°C, atingindo cerca de 21,1+0,1 U/g de substrato
seco de CMCase em 96 h de cultivo, 117,1+2,5 U/g de substrato seco de f-glicosidase em 192 h, 218,0+5,8 U/g de substrato seco
de xilanase em 144 h e 1,9 U/g de substrato seco de p-xilosidase em 96 h de cultivo. A utilizagdo de residuos agroindustriais e a
otimizagdo de parametros fermentativos é importante para futuras aplicagdes biotecnolégicas do processo de produgdo enzimatica.

Palavras-chave: fungo termdfilo, enzimas industriais, bioprocesso em estado solido.

Abstract

Many enzymes produced by fungi have significant industrial applications. The enzyme production by solid state fermentation
reduces the production cost and decreases the environmental impact caused by such waste. The objective of this work was to study
the production of cellulases and hemicellulases of Thermomyces lanuginosus fungus by solid state fermentation using different
agro-industrial waste. We evaluated the solid substrates wheat bran, sugar cane bagasse, soybean meal, rice husk, corn straw and
corncobs and then the fermentation time. The study showed that extracellular enzymes from the fungus T. lanuginosus is more than
cellulolytic xylanolytic. The increased production of enzymes was obtained by the microorganism cultivation in wheat bran,
containing 70% humidity, temperature 45 ° C, reaching about 21.1 + 0.1 U/ g dry substrate CMCase in 96 h of cultivation , 117.1 +
2.5 U/ g dry substrate p-glucosidase at 192 h 218.0 + 5.8 U / g of xylanase dry substrate 144 h and 1.9 U / g dry substrate of f5-
xylosidase in 96 h of culture. The use of agricultural residues and optimization of fermentation parameters is important for future
biotechnology applications of the enzyme production process.

Keywords :,thermophilic fungus, industrial enzymes , bioprocess solid state .



1 Introducao

A habilidade em decompor a biomassa celulosica em glicose, a qual podera ser convertida em
produtos de valor agregado e energia, tem tornado as celulases e hemicelulases um dos sistemas
enzimaticos multicomponentes mais investigados. Essas enzimas apresentam aplicabilidade na obtengdo
de etanol de segunda geracao, estonagem e polimento de tecidos, formulagdes de detergentes domésticos
e industriais, processamento de alimentos e bebidas, producao de ragcdo animal (STROPARO et al., 2012).

Atualmente, apesar do processo enzimatico de hidrolise ser considerado de grande
potencialidade, este enfrenta varios problemas tecnoldgicos, sendo o custo de produgdo um dos mais
avaliados. Dentre as alternativas existentes a fim de diminuir estes custos, estd o emprego de residuos
agroindustriais, geralmente descartados pela industria, o qual se mostra uma fonte riquissima de
substratos para aplicacdo neste processo (STROPARO et al., 2012). Ao fazer uso destes residuos como meio
de cultivo, a fermentagdo em estado sélido vem sendo apontada como tecnologia de grande
potencialidade apresentando vantagens de ordem econémica quando utilizada para a producio de enzimas
(SANTOS, 2012).

Ao mesmo tempo em que contribui para a diminuicdo dos custos de producdo, devido a
simplicidade do processo e & disponibilidade econdmica da matéria-prima, contribui ecologicamente para
diminui¢do e para a valorizagdo dos residuos, que muitas vezes ndo tem destino. Esse processo esta sendo
apontado como a alternativa mais viavel para diminuir drasticamente o custo das celulases (DILLON,
2004).

A produgdo de celulases ¢ hemicelulases ¢ sua aplicagio na hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos sdo tecnologias em fase de desenvolvimento, para as quais determinadas ferramentas e
estratégias podem ser aplicadas visando seu aumento de produtividade e economicidade (CASTRO,;
PEREIRA-JR, 2010). Desse modo, o objetivo desse trabalho foi estudar a otimizacdo da produgdo destas
enzimas utilizando residuos agroindustriais como substratos para Fermentacdo em Estado So6lido (FES)
pelo fungo termofilico Thermomyces lanuginosus.

2 Metodologia

Neste trabalho foi utilizado o fungo filamentoso Thermomyces lanuginosus isolado de amostras
de solo do cerrado e mantido em Agar Sabourad Dextrose.

O fungo T. lanuginosus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL do
meio Agar Sabourad Dextrose inclinado. Para a produgio de esporos o fungo foi incubado por 48 h a
45°C. A suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura
empregando 25 mL de solu¢do nutriente (0,1% de sulfato de amonio, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-
hidratado e 0,1% de nitrato de amoénio). A inoculagdo do microrganismo nos substratos (residuos
agroindustriais) se deu pela transferéncia de 5 mL desta suspenséo.

A enzima foi produzida pelo cultivo do fungo em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de
substrato (farelo de trigo, bagaco de cana-de-agtcar, casca de arroz, palha de milho, sabugo e milho ¢
farelo de soja), a umidade foi ajustada para 70% com solug@o nutriente (anteriormente descrito). Todo o
material foi previamente autoclavado por 20 minutos a 121°C e os experimentos foram realizados em
duplicatas. O tempo de cultivo também foi variado para a determinagdo das condigdes Otimas de
crescimento e produgdo das enzimas.

A extragdo da enzima dos residuos fermentados foi realizada pela adi¢gdo de 50 mL de agua
destilada, mantidos em agitagdo de 100 rpm por 1 hora. A amostra foi filtrada e centrifugada a 1.500 x g
por 5 minutos. O sobrenadante foi considerado extrato enzimatico extracelular e utilizado nas etapas
seguintes.

As atividades de CMCase ¢ xilanase foram quantificadas utilizando respectivamente
Carboximetilcelulose 3% (C5678 Sigma) e xilana 1% (Birch-Wood Sigma). O agtcar redutor liberado foi
quantificado pelo método de DNS (MILLER, 1959). As atividades de B-glicosidase e B-xilosidase foram
determinadas com 50 pL de extrato enzimatico, 250 pL de tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4,5 ¢ 250
puL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo 4 mM (pNPBG, Sigma) para B-glicosidase e p-nitrofenil-p-D-
xilopiranosideo 4 mM (pNPBX Sigma) para -xilosidase, reagindo por 10 minutos a temperatura de 50°C.

A reacdo enzimatica foi paralisada com 2 mL de carbonato de sdédio 2 M e o p-nitrofenol
liberado foi 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
reagao.



3 Resultados e Discussao
3.1 Selecao de substratos para producio das enzimas

A utilizagdo de residuos agroindustriais como substrato para a produgdo de enzimas por FES
representa uma importante alternativa para redugdo de custos.

Desse modo, avaliou-se a viabilidade de seis diferentes residuos produzidos em abundancia no
Brasil para a produgéo celulases e hemicelulases pelo fungo 7. lanuginosus por fermentacdo em estado
solido utilizando diferentes residuos agroindustriais durante o periodo de 96 horas de cultivo onde a maior
produgdo de celulases, 2,37 ¢ 7,59 U/mL, e hemicelulases, 23,84 ¢ 0,19 U/mL, foi obtida no cultivo
realizado utilizando farelo de trigo como substrato (Tabela 1).

Tabela 1: Producdo de celulases e hemicelulases em diferentes substratos em FES pelo fungo 7. lanuginosus, 96 horas de
cultivo, contendo 70% de umidade a 45°C.

CMCase p-glicosidase Xilanase p—xilosidase
Substratos (U/g)/(U/ml) substrato (U/g)/(U/ml) substrato (U/g)/(U/ml) substrato (U/g)/(U/ml) substrato

Farelo de trigo 23,7+0,45/2,37 75,9+0,5/7,59 238,4+3,8/23,84 1,9+0,00/0,19
Farelo de soja 11,2+0,65/1,12 28,6+0,4/2,86 34,5+0,5/3,45 0,2+0,00/0,02

Palha de milho 4,6+0,6/0,46 0,56+0,04/0,056 8,75+0,15/0,87 0,15+0,05/0,015
Casca de arroz 2,7+0,3/0,27 1,00+0,02/0,1 1,2540,15/0,12 0,1+0,00/0,01
Bagago de cana 2,1£0,1/0,21 0,34+0,01/0,034 6,6+0,4/0,6 0,1+0,00/0,01
Sabugo de milho 4,6+0,0/0,46 0,24+0,01/0,024 2,85+0,05/0,28 0,2+0,00/0,02

De acordo com Leite et al. (2008) o farelo de trigo é uma boa fonte de carbono e nitrogénio e é
bastante utilizado como substrato para producio de celulases e hemicelulases por fermentacdo em estado
solido. Este consiste em um meio complexo, rico em proteinas, carboidratos, minerais, lipideos e
vitaminas, os quais sdo facilmente assimilados pelos microrganismos. O farelo de trigo tem maiores
quantidades de macro ¢ micronutrientes do que outros residuos agroindustriais como o bagaco de cana,
palha de arroz, palha de trigo e farelo de arroz (GONCALVES et al., 2013).

Diversos trabalhos relatam o farelo de trigo como sendo um bom substrato para producdo de
celulases e hemicelulases. Em relagdo as celulases, a producdo enzimatica de CMCase obtida nos fungos
Thichoderma harzianum, Lichteimia ramosa, Lysinibacillus sp, Neosartorya spinosa e Chaetomium
erraticum cultivados em farelo de trigo foram respectivamente 1,64 U/mL, 2,13 U/mL, 0,43 U/mL, 0,11
U/mL e 0,04 U/mL (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004; GONCALVES et al., 2013; ALVES-PRADO et al.,
2010; SONI; SONI,2010). A produgdo de B-glicosidase nos fungos Aspergillus niger, Trichoderma reesei ¢
Thermoascus aurantiacus foram respectivamente 2,84 U/mL, 0,22 U/mL e 7,0 U/mL (SUKUMARAM et
al., 2009; LEITE et al., 2008). O fungo Aspergillus niger J4 apresentou atividade enzimatica xilanolitica de
2,23 U/mL em farelo de trigo (STROPARO, 2012). Os fungos Lichteimia ramosa, Streptomyces C-248,
Lysinibacillus sp., Aspergillus sydowwi obtiveram atividades xilanoliticas de 2,41 U/mL, 4,48 U/mL, 5,40
U/mL e 1,10 U/mL respectivamente, todos foram cultivados em farelo de trigo (GONCALVES et al., 2013;
JOHNSON et al., 1988; ALVES-PRADO et al., 2010; GHOSH et al.,1993).

Tabela 2: Produgiio de celulases e hemicelulases em farelo de trigo em FES por diversas linhagens fiingicas.

CMCase p-glicosidase Xilanase
Substrato (U/ml substrato) (U/ml substrato) (U/ml substrato)
Thermomyces lanuginosus Thermomyces lanuginosus Thermomyces lanuginosus
2,37 U/ml 7,59 U/ml 23,8 U/ml
Lichteimia ramosa Thermoascus aurantiacus Lysinibacillus sp
2,13 U/ml 7,0 U/ml 5,4 U/ml
Farelo de trigo Trichoderma harzianum Aspergillus niger Streptomyces C-248
1,64 U/ml 2,84 U/ml 4,48 U/ml
Lysinibacillus so Trichoderma reesei Lichteimia ramosa
0,43 U/ml 0,22 U/ml 2,41 U/ml
Neosartorya spinosa Aspergillus niger
0,11 U/ml 2,23 U/ml
Chaetomium erraticum Aspergillus sydowwi
0,04 U/ml 1,10 U/ml




CMCase

Percebe-se a alta taxa de producdo da enzima xilanase em relagdo as demais. A presenca de
xilanases no complexo enzimatico é de grande importincia para desestruturar o entrelacamento da
hemicelulose presente na parede celular vegetal. Esse grupo de polissacarideos ramificados se liga
firmemente entre si e a superficie das microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo ligacdes
cruzadas, via ponte de hidrogénio, dificultando a agao das celulases (FARINAS, 2008).

De uma forma geral, muitas espécies utilizam a xilana, a qual se caracteriza por ser uma por¢ao
mais externa a celulose na célula vegetal e é, portanto a fonte de carbono mais acessivel (LYND et al.,
2002). Tal fato justifica a alta producdo de xilanase em comparacdo com as outras enzimas nos diferentes
substratos.

A escolha do meio de cultura € tdo essencial para o sucesso do processo fermentativo quanto a
escolha do microrganismo. Nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento do
microrganismo favorece a formacdo dessas enzimas. A produgdo 6tima e os pardmetros que afetam a
sintese enzimatica devem ser investigados sempre, pois as condigdes 6timas variam para os diferentes
microrganismos, assim como para diferentes enzimas (SANTOS, 2012).

3.2 Producao de celulases e hemicelulases em fun¢io do tempo de cultivo

O tempo de cultivo para producdo de celulases também foi avaliado. A maior produgdo de
CMCase, 21,07 U/g (2,10 U/mL), foi obtida em 96 horas de fermentacao e para - glicosidase, 117,1 U/g
(11,71 U/mL) em 192 horas de fermentagdo, apds esse periodo, a atividade da enzima caiu
consideravelmente (Figura 1).
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Figure 1(A,B): Producio de celulases em func¢io do tempo de cultivo pelo fungo 7. lanuginosus em farelo de trigo, contendo 70% de
umidade a 45°C.

A maior produgdo para xilanase foi de 217,98+5,78 U/g (21,79+0,57 U/mL) em 144 horas de
fermentagdo seguido da B-xilosidase, 1,9+0,0 U/g (0,9+£0,00 U/mL) em 96 horas de fermentacdo, sendo
possivel observar um decréscimo da atividade enzimatica quando o tempo foi aumentando para -
xilosidase o que nao acontece com a xilanase (Figura 2).
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Figure 2(C,D): Producio de hemicelulase sem fun¢iio do tempo de cultivo pelo fungo 7. lanuginosus em farelo de trigo, conten
70% de umidade a 45°C.

A reducdo da atividade enzimatica pode ser explicada pelas alteragdes no meio de crescimento
devido a atividade metabdlica do microrganismo. Alguns parametros, tais como pH, tempo de incubacio,
umidade, agentes oxidantes, ¢ até mesmo a producdo de proteases podem inativar as enzimas
extracelulares previamente secretadas, como observado nos diferentes estudos utilizando residuos
agroindustriais (SILVA et al., 2013).

Ja algumas enzimas possuem elevada estabilidade estrutural o que pode justificar a manutengdo
da atividade apds 168 horas de cultivo para a enzima xilanase produzida por este microrganismo. A
otimizagdo do tempo no processo de produgdo enzimatica é essencial para melhorar a técnica de
fermentagdo, uma vez que o custo de producdo enzimatica é proporcional ao tempo de incubagdo
(GARCIA et al., 2015). Diversos autores relatam a otimizagao de enzimas produzidas por microrganismos.
Terrasan et al. (2010), otimizou a produg@o de hemicelulases em cultivo submerso do fungo Penicillium
Jjanczewskii obtendo 15,19 U/mL de xilanase e 0,16 U/mL de B-xilosidase. Xin; Geng (2010) obteve 61,6
U/g B-glicosidade com T. reesei cultivada em 26°C durante 192 h em lascas de madeira. Silva et al.
(2013) descreveu a producdo de CMCase em residuo de guavira depois de 96 h de fermentagdo em estado
solido a 35°C. Alves-Prado et al. (2010) obteve 17,8 U/mL de xilanase no cultivo do fungo Lysinibacillus
sp. apés 72 h de fermentagdo em estado sélido em palha de milho e também obteve 20,6 U/mL de
xilanase em 72 h de cultivo em farelo de trigo. Gaffney et al. (2009) apresentaram resultados inferiores
aos obtidos no presente trabalho ao estudar o fungo 7. lanuginosus utilizando como substrato farelo de
trigo e obtiveram cerca de 2,335 U/g de xilanase em 45°C por 40 h. Damaso et al. (2002) obtiveram uma
produgdo maxima de 500 U/mL de xilanase livre de celulase em culturas agitadas usando o sabugo de
milho como substrato em 96 h de cultivo a 45°C.

Os resultados encontrados no presente trabalho reforcam os resultados obtidos na literatura, de
que o microrganismo 7. lanuginosus ¢ um 6timo produtor de xilanase livre de endoglucanases, tornando
esse microrganismo atraente para aplicagdes industriais principalmente em processos de biobranquemento
de papel.

4 Conclusoes

De acordo com os estudos realizados, pode-se concluir que a producdo de xilanase por T.
lanuginosus apresentou potencial promissor utilizando farelo de trigo como substrato a 45°C, 70% de
umidade. E importante ressaltar que pardmetros como umidade, temperatura e tempo de fermentagio
influenciam na produgio enzimatica.

Os resultados permitem concluir que o fungo filamentoso 7. lanuginosus apresenta consideravel
potencial para produ¢do de celulases e hemicelulases, em meios de cultivo com custo reduzido, o que
estimula a continuidade do trabalho visando a caracterizagdo e aplicacdo dessas enzimas em etapas
futuras.
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