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RESUMO

As B-glicosidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de celobiose, sendo descritas
diversas aplicacbes biotecnoldgicas para esse biocatalizador. O presente estudo teve
como objetivo a producdem estado solido da enzima B-glicosidase pelo fungo
filamentosoLichtheimia corymbifera isolado na regido de DouradoB!S. O cultivo foi
efetuado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 5g de substratos umedecidos com
solucdo nutriente. Alguns parametros de cultivo foram variados como: diferentes
residuos agroindustriais, a umidade inicial do meio e o tempo de cultivo. Olfungo
corymbifera teve sua melhor producdo enzimatica, cerca de 39 U/g, com a utilizacdo do
farelo de trigo como substrato, contendo 75% de umidade, mantido por 144 horas a
30°C. Considerando o reduzido numero de trabalhos de produ¢do de B-glicosidase por

essa espécie fangica, novos ensaios serdo realizados visando a caracterizacao

bioguimica dessa enzima.

Palavras-chave:biocatalisadores, enzimas industriais, fungos filamentosos.
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1. INTRODUCAO

Devido a grande geracdo de produtos pela agroindustria, elevadas quantidades
de residuos sdo produzidas, podendo afetar o meio ambiente. Por ser uma fonte
renovavel abundante, residuos compostos de lignina, celulose e hemicelulose, podem
ser utilizados como substratos para produzir enzimas, por cultivo em estado solido
(CES) de fungos filamentosos (SYIRENSEN et al., 2013).

A celulose corresponde a mais da metade do carbono organico da Terra, sendo
assim o polimero mais numeroso na biosfera. Seu processamento pode produzir desde
papel a biocombustiveis, diminuindo a necessidade da utilizacdo dos combustiveis
fésseis e outros produtos (WANG et al., 2011).

Para a producdo de biocombustiveis a celulose precisa ser hidrolisada a
mondmeros de glicose. O processo da hidrélise enzimatica ocorre por no minimo trés
enzimas distintas: endoglucanase, que hidrolisa as cadeias de celulose na parte interna,
tendo como resultado uma rapida diminuicdo no grau de polimerizacdo; exoglucanase,
que elimina unidades de celobiose da extremidade da moleglesosidase, que
hidrolisa celobiose e outras celodextrinagli@ose. A celobiose inibe as atividades das
erdoglucanases e exoglucanases, dessa farfirglicosidase impede o acumulo deste
dissacarideo no meio de reacdo, desempenhando um papel fundamental na degradacdo
enzimatica da celulose (OGEDA et al., 2010).

A hidrélise enzimética da celulose conta com algumas vantagens perante a
hidrolise quimica, porque acontece em condicbes moderadas de temperatura e pH,
ocasionando assim redugdes no consumo de energia, corrosao dos equipamentos e ainda
eliminando as etapas de neutralizagdo. Outra importante vantagem do uso das enzimas,
€ que pela sua especificidade, a catalise enzimatica impede a formacéo de subprodutos
indesejaveis usualmente constatados em reacdes de catélise quimica (OLIVEIRA et al.,
2015).

Apesar das vantagens destacadas anteriormente, o alto custo da enzima continua
sendo um dos aspectos preocupantes e limitativos da aplicagdo desses biocatalisadores
em larga escala. Mesmo assim, o interesse na utilizagcdo de biocatalisadores em
processos industriais tem aumentado significativamente nos Ultimos anos. Nesse
sentido, diversos esfor¢cos estdo sendo realizados para reduzir o custo de producao
dessas enzimas (SILVA et al., 2013).

A pB-glicosidase tem a possibilidade de hidrolisar diversos substratos

glicosidicos, gracas a isso, torna-se apropriada para Vvarios processos industriais,
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incluindo a hidrolise enzimatica de celulose, a fim de obter aclUcares fermentaveis,
visando a producéo de biocombustiveis a partir de biomassa lignocelulésica (GARCIA
et al., 2015).

No processo de vinificagao a B-glicosidase propicia a liberacdo de compostos
aromaticos a partir dos seus precursores glicosideos. Esses compostos liberados séo
chamados deetpenos. Alguns deles sdo: a-terpineol, citronelol, geraniol, linalool,
nerol. Esses compostos, quando glicosilados, possuem baixa volatilidade e pouco
contribuem para a composi¢cdo do aroma do vinho. Por conter baixa estabilidade ao
processo de vinificacdo fsglicosidases enddgena da uva ndo séo tao eficientes. Dessa
forma a utilizacdo de enzimas microbianas que resistem aos requisitos do processo €
uma alternativa para enriquecer o aroma dos vinhos (SANTOS et al., 2016).

As B-glicosidases podem ainda ser utilizadas para producdo de alimentos
funcionais a base de soja. Essas enzimas hidrolisam as isoflavonas da soja
transformando-as em agliconas (isoflavonas desglicosiladas). As agliconas sdo mais
facilmente absorvidas pelo trato intestinal humano. Uma dieta de alta ingestédo de
isoflavonas previne diversas doencas crbnicas, tais como alguns tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, osteoporose, sintomas da menopausa entre outras (SANTOS
etal., 2016; SILVA et al., 2011).

O leque de alternativas de uso que a P-glicosidase dispde para aplicacéo
industrial, motiva a busca continua por novas fontes microbianas capazes de produzir
enzimas com alta estabilidade estrutural, em meio de baixo valor econémico (PEREIRA
et al., 2015).

Embora o CES possua diversas semelhancas com o ambiente apropriado para o
desenvolvimento dos microrganismos, principalmente os fungos filamentosos, ha
também desvantagens para serem superadas, como: A dificuldade de acesso ao substrato
e baixa homogeneidade do meio, promovem uma dificuldade de controle dos
parametros de cultivo (pH, temperatura, de umidade, e outros), o que dificulta a
ampliacdode escala desse tipo de bioprocesso (OLIVEIRA et al., 2016).

Considerando o contetdo exposto anteriormente, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar diferentes parametros de culjpea producao de B-glicosidase pelo

fungoL. corymbifera por fermentacédo em estado solido.
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2. OBJETIVO
Com o presente trabalho objetiveeetimizar as condi¢cdes de cultivo do fungo
L. corymbifera para a produgdo de B-glicosidase, utilizando residuos agroindustriais

como substrato por fermentacdo em estado sdlido.

3. METODOLOGIA
3.1 MICRORGANISMO UTILIZADO

O fungo filamentosdichtheimia corymbifera foi isolado de material vegetal em
decomposicao (leiras de compostagem), a 28°C e mantido em agar Sabouraund dextrose
a 4°C (MORAIS, 2015). O microrganismo foi identificado pela Colecao Brasileira de
Microrganismos do Meio Ambiente e IndUstri&€BMAI/Unicamp— Campinas- SP.

3.2 PROCESSO DE CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

A producao da enzima foi efetuada em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo
5 g de substratos umedecidos com solu¢do nutriente. A solucdo nutriente foi composta
de sulfato de amdnia 0,1%, sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,1% e nitrato de
amonia 0,1% (m/v). O material foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. O processo
fermentativo ocorreu a 30 °C. Alguns parametros como o substrato, a umidade e o
tempo de cultivo foram variados para a determinacdo das condicbes O6timas de
crescimento e producdo enziméatica. Para obter os resultados esperados, primeiramente
variou-se o substrato, selecionando-o, variou-se a porcentagem de umidade que por fim
alternou-se o tempo de cultivo. Os resultados representam a média das duplicatas do

cultivo.

3.3 EXTRACAO DA ENZI MA

A extracdo da enzima a partir do substrato fermentado foi realizada pela adigdo
de 50 mL de agua destilada, posteriormente agitado a 100 rpm por 1 h. A amostra foi
filtrada e centrifugada a 3000 x g for 5 min. O sobrenadante foi considerado o extrato

enzimatico e foi utilizado nos ensaios subsequentes (GARCIA et al., 2015).

3.4 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE NOS EXTRATOS
ENZIMATICOS

A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL do filtrado enzimatico,
250 pl de tampéo acetato de sédio 0,1M, pH 5,0 e 250 pL rdgofenil B-D-
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glicopiranosideo, 4mM (pNPBG, Sigma), reagindo por 10 minutos a 50°C. A reacgao
enzimatica foi paralisada com 2 ml de carbonato de sédio 2M. O p-nitrofenol liberado
foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto de reacdo (GARCIA et al., 2015).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungoLichtheimia corymbifera teve sua melhor prodiéo de B-glicosidase,
11,6 Ug de substrato seco, com a utilizacdo do farelo de trigo como substrato. Quando
cultivado em farelo de soja, apresentou uma atividade de/§,delsubstrato seco. Os
outros substratos ndo apresentaram um resultado satisfatério para a producdo da enzima
(Tabela 1).

Tabela 1 Produgido de B-glicosidase em diferentes substratos em cultivo em estado
sélido pelo fungd.. corymbifera, em 96 horas de cultivo, contendo 65% de umidade a
30°C.

Substratos B-glicosidase
Farelo de trigo 11,6 £0,8
Farelo de soja 3,1+ 0,7
Palha de milho 0

Sabugo de milho
Casca de arroz

o O O

Bagaco de cana-de-acucar

O farelo de trigo é descrito na literatura como um dos residuos mais utilizados
para produzir uma ampla variedade de enzimas celuloliticas (GARCIA et al.,2015; HU
et al., 2011). Embora o bagaco de cdaeaclcar seja um dos substratos que apresente
0s maiores teores de celulose, sua utilizagdo como fonte de carbono é dificultada pela
presenca da lignina (SANTOS et al., 2012).

Apés identificar qual seria 0 melhor substrato para a producdo da efizima
glicosidase pelo microrganismo, foram feitos novos ensaios variando o tempo de cultivo
e umidade inicial do meio, a fim de otimizar a producdo da enzima pelo fungo

corymbifera (Figura 1).
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Figura 1: VariacOes dos parametros de cultivo em estado sélido pelo fungo

corymbifera em farelo de trigo

A 18- L. corymbifera B L. corymbifera
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Nota - A) Producao de B-glicosidase em funcao da umidade inicial do meio, a 30°C por
96h. B) Producdo de B-glicosidase em funcédo do tempo de cultivo, a 30°C, contendo

75% de umidade inicial.

Dentre as variagdes de umidade avaliadas no presente trabalho, a maior
producaode B-glicosidade foi obtida em cultivos contendo umidade inicial de 75% (16
U/g de substrato) (Figura 1A). No entanto, consideravel producéo enzimatica foi obtida
a 70% e 80% de umidade, sendo respectivamente de 15 U/g e 14 U/g.

Trabalhos anteriores descrevem que umidade inferior a 60% € insuficiente para
conseguir uma completa hidratacdo do substrato. O nivel de umidade adequado na
fermentacdo em estado solido € varidvel e dependente da natureza do substrato, das
necessidades do microrganismo e da expressao de metabdlitos desejados (PANDEY
etal., 2000; HOLKER et al., 2004).

Como pode ser observado na figura tBjor producdo de p-glicosidase pelo
microrganismo foi obtida em cultivos de 144h (39 U/g de substrato), mantendo as
condicBes previamente otimizadas no presente trabalho (farelo de trigo contendo 75%
de umidade inicial).

A produgdo de B-glicosidase obtida no presente trabalho € similar e até mesmo
superior a descritos por diferentes espécies fungicas quando cultivadas em residuos

agroindustriais em estado sélido (Tabela 2).
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Tabela 2 Pradugio de B-glicosidase de diferentes espécies fungicas e em diferentes condicfes de

cultivo.
Linhagem Substrato Atividade pB- Autor
glicosidase (U/g)
Aspergillus oryzae Farelo de trigo 2,7 Pirota; Delabona; Farinas. (2014)
Aspergillus niger Farelo de trigo 21,6 Dhillon et al. (2011)
Trichoderma reesei Farelo de trigo 4.5 Sukumaran et al. (2009)
Aureobasidium Farelo de trigo 13 Leite et al. (2008)
pullulans
Lichtheimia Farelo de trigo 39 Este trabalho

corymbifera
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o furegoymbifera
apresenta potencial para producaddgicosidase, quando cultivado em estado sélido
em farelo de trigo. Ainda é possivel destacar a importancia de trabalhos com o presente
escopo, que visa otimizar as condicdes de cultivo para a producdo enzimatica,
considerando o ganho de aproximadamente trés vezes na quantidade de enzima obtida
apos os ajustes de umidade e tempo de cultivo.
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