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RESUMO

O aproveitamento de residuos agroindustriais como substrato na producdo de enzimas ¢ uma pratica atrativa que
visa reduzir custos de operacdo, além de reduzir o impacto ambiental causado pelo actiimulo destes subprodutos.
Deste modo, o objetivo deste estudo foi investigar a cinética de produgdo de enzimas celuloliticas (CMCase,
Xilanase, Avicelase ¢ FPase) de Penicillium chrysogenum (807) através da fermentagdo em estado solido utilizando
como substrato a fibra do coco verde. Os valores maximos das atividades das enzimas foram CMCase (2,58 U/g),
FPase (2,24 U/g), Avicelase (2,38 U/g) e Xilanase (6,72 U/g). Baseado nos resultados obtidos o microrganismo e
o substrato apresentaram potencial para processos de produgdo de enzimas em fermentagdo em estado solido.

Palavras-chave: Penicillium chrysonegum, fibra, complexo enzimatico.

ABSTRACT

The use of agro-industrial waste as a substrate in the production of enzymes is a conventional practice that aims
to reduce operating costs, in addition to reducing the environmental impact caused by the accumulation of these
by-products. Thus, the objective of this work was to study the production kinetics of cellulolytic enzymes
(CMCase, Xylanase, Avicelase and FPase) of Penicillium chrysogenum (807) through solid state fermentation
using green coconut fiber as a substrate. The maximum values obtained for enzymes activities were for CMCase
(2.58 U/g), FPase (2.24 U/g), Avicelase (2.38 U/g) and Xylanase (6.72 U/g.) Based on the obtained results, the
microorganism and the substrate showed potential for enzyme production processes in solid state fermentation.

Keywords: Penicillium chrysogenum, fiber, enzyme complex.

INTRODUCAO

O grande consumo de agua de coco verde (in natura ou industrializada) vem aumentando a geragao de
residuo do beneficiamento desse fruto, ocasionando sérios problemas quanto ao descarte desse material,
principalmente em grandes cidades onde sdo levados para lixdes e aterros sanitarios sem qualquer tipo de
tratamento (MORETTI & MACHADO, 2006).

O processo de fermentagdo em estado solido (FES) envolve o crescimento e metabolismo de
microrganismos, na auséncia ou quase auséncia de agua livre, empregando um substrato solido, ou suporte. No
entanto, o substrato deve apresentar umidade suficiente para possibilitar o crescimento celular e as atividades do
metabolismo microbiano (FARINAS, 2015, SOCCOL et al., 2017).

Os fungos do género Penicillium sdo empregados para produgdo de biomoléculas como, por exemplo, a
espécie Penicillium chrysogenum que ¢é utilizada na produgdo de antibidticos (FERRER et al., 2001). Alguns
estudos ja comprovaram que este microrganismo apresenta alta atividade celulolitica envolvida na degradacéo de
residuos madeireiros (NWODO-CHINEDU et al., 2005).

As celulases sdo enzimas de interesse atual, produzidas por diversos microrganismos como, por exemplo,
as bactérias e fungos, aerobios e anaerébios, mesofilicos e termofilicos, que podem ser produzidos através da
fermentagdo submersa (FS), por meio de fermentagdo em estado sélido (FES) (KUHAD et al., 2016; ZHANG,
2013). No entanto, existem poucos microrganismos que produzam niveis elevados de celulase extracelular e que
sdo capazes de hidrolisar a celulose cristalina. Outros microrganismos sao incapazes de excretar as trés enzimas
integrantes do complexo celulolitico que agem em sinergismo, dificultando desta maneira a converséo da celulose

em acucares fermentesciveis (KUHAD et al., 2016).
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No presente estudo avaliou-se a producdo de enzimas celuloliticas (CMCase, FPase, Avicelase e Xilanase)
através da FES durante 240 h, utilizando como substrato a fibra de coco verde e o fungo filamentoso Penicillium
chrysogenum 807 como cepa produtora de celulases. Além disso, a estabilidade da enzima CMCase foi investigada

sob estresses do ambiente (diferentes temperaturas e pHs).
MATERIAL E METODOS

Fibra de coco verde

A casca e 0 mesocarpo fibroso foram utilizados para a obtengdo da fibra da casca de coco verde. O fruto foi
coletado em um quiosque na praia de Ponta Negra - Natal (RN). Os cocos foram selecionados e lavados. Os
residuos foram secados em estufa do tipo bandeja a 70 °C por 72 horas, ¢ moidos em triturador (moinho tipo
Willye, TE — 680, marca: Tecnal®), a granulometria do material foi de 20 mesh, em peneira com diametro de
abertura de 0,850 mm, e armazenados em sacos plasticos a temperatura ambiente. A Figura 1 ilustra o aspecto do

material lignocelulodsico utilizado.

Figura 1. Representacdo do residuo utilizado como substrato: fibra do coco verde

Fonte: Proprio Autor

Microrganismo

A cepa utilizada para a producdo das enzimas foi a linhagem do fungo filamentoso Penicillium chrysogenum
(807) da colecdo ARS Culture Collection (EUA). O microrganismo foi inoculado em placas contendo agar batata
dextrose (BDA) sendo incubadas a + 28 °C, por 5 dias. Os repiques foram realizados a cada 3 meses para a

manuten¢do do microrganismo ¢ mantidos refrigerados. A Figura 2 representa o fungo crescido em placa de Petri.
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Figura 2. Representacdo do Penicillium chrysogenum (807) em placa de Petri

Fonte: Proprio Autor

Inoculo

A obtengdo do inoculo para a FES foi realizada através da propagacdo dos esporos da cepa de Penicillium
chrysogenum (807) em Erlenmeyers de 125 mL contendo sabugos de milho (4,0 g) que foram autoclavados. Para
inoculagdo no meio do sabugo de milho foram transferidos 1,0 mL da solucdo de Tieen 80 a 0,2% (v/v) das placas
contendo os microrganismos ¢ incubados em estufa incubadora do tipo DBO (Demanda Bioquimica de oxigénio)
a 30 °C por 7 dias. A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer, com auxilio do microscopio
binocular (modelo BX 51, OLYMPUS). A concentragdo de esporos utilizada foi de 1,0x10° esporos por grama de
meio solido (COELHO et al., 2001).

Fermentagdo em estado solido

A produgdo dos extratos enzimaticos foi realizada durante 10 dias em estufa BOD a 30 + 2 °C, sendo
realizadas amostragens a cada 24 horas. As fermentagoes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 250 mL,
com teor de umidade em 75% e com atividade de agua (ay) igual a 0,997. Foram pesados 5,0 g do substrato em
base seca (coco), com uma concentragio de 1,0 x 10° esporos por mL (COELHO et al., 2001) e uma solugio salina
nutriente (0,1%, nitrato de amoénio 0,1% e sulfato de magnésio heptahidratado 0,1% (m/v), com pH corrigido para
5,0 com acido cloridrico (0,1 M)). As atividades enzimaticas foram analisadas determinando-se as atividades de
CMCase, FPase e Avicelase) e Xilanase, além disso foram determinas as concentragdes de aglicares redutores

totais, proteinas totais e celulose residual.

Extracdo das enzimas

Os extratos enzimaticos foram coletados dos Erlenmeyers a cada 24 h durante 240 h de fermentag@o, em que
foram adicionados 30 mL do tampéo acetato de s6dio (200,0 mM, pH 5,0) ao meio fermentado misturando-se com
bastdo de vidro. O fermentado foi submetido a agitagdo em shaker (200 rpm, 30 °C) por 30 minutos. Em seguida,
o extrato foi clarificado por meio de centrifuga¢éo a 2000 rpm durante 10 min a 4 °C e filtragdo, sendo armazenados
a temperatura de -18 °C em microtubo Eppendorf. O sobrenadante contendo o extrato enzimatico foi utilizado para

analises das atividades enzimaticas (CMCase, Avicelase, FPase ¢ Xilanase) e para determinagao de proteinas totais.
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Dosagem das atividades enzimaticas, proteinas totais e celulose residual

A quantificagdo da atividade FPasica foi realizada em papel de filtro de acordo com a metodologia adaptada
de Ghose (1987). A atividade de endoglucanase (Endo-1,4-5-D-glucanase) foi determinada pelo método da
carboximetilcelulose (CMC) de acordo com a metodologia adaptada de Ghose (1987). Uma solugdo de
carboximetilcelulose (CMC) 4% (m/v) foi preparada em tampao citrato de sodio (50,0 mM, pH 4,8). A atividade
da Xilanase foi determinada pela liberag@o da quantidade de agucar redutor de uma solugéo a xilana (1,0%) (Sigma)
preparada em solugdo tampao citrato de sodio (50,0 mM, pH 5,0) a 50 °C. A Avicelase foi quantificada através da
solugdo de Avicel 101 (1,0% (m/v)), e quantificada através da liberacdo dos acucares redutores a 50 °C. A
determinagdo de agucares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5 — dinitrosalicilico (MILLER , 1959). A
determinagdo das proteinas foi de acordo com Bradford (1976). O conteudo de celulose residual foi determinado

pela metodologia proposta por Updegraft (1969). As atividades enzimaticas foram calculadas de acordo com a Eq.

(1:

pmol
mL
tempo (min) x Volume do sobrenadante (mL) x Massa do residuo (g)

diluigdo™ x AAbs x Fator**( ) x Volume total da mistura reacional (mL) x Volume do tampio de extragio (mL)

[Enz] = (1)

* Apenas se fosse necessario diluir o sobrenadante (solu¢ao enzimatica)

** Fator obtido da curva padrao

Avaliagao da estabilidade da CMCase

O efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas foi determinado realizando o ensaio padrdo a uma
faixa de temperatura de 30-70 °C. A estabilidade térmica das enzimas secretadas pelo P. chrysogenum (807) foi
testada por determinac@o da atividade de enzima residual apos incubagdo em banho-maria a temperatura de 30-70
°C, por 1 h. O pH 6timo foi estimado no intervalo de pH de 2,0-10,0 utilizando diferentes tampdes (0,2 M) nos
ensaios. Os seguintes tampdes foram usados: tampao glicina-HCl para pH 2,0 e 3,0; tampao acetato de sodio para
pH 4,0 e 5,0; tampao fosfato de sodio para pH 6,0 a 8,0 e tampao glicina-NaOH para pH 9,0 e 10,0. A cada volume
da solucdo tamponante foi misturado um volume de extrato enzimatico na propor¢do de 1:1 (v/v), e mantido a 4°C

durante 1 hora.

RESULTADOS

A Figura 3 ilustra o perfil cinético apresentado pelo fungo Penicillium chrysogenum que ocorreu
durante 10 dias. Analises de proteina total (PT), aguicares redutores totais (ART), e celulose residual foram
realizadas a cada 24 horas, durante 240 horas. Observa-se que o microrganismo foi capaz de consumir a fonte
de carbono, ou seja, ocorre a reducdo de ART, e que se manteve constante nos ultimos dias (5,25 + 0,08
mg/mL). Durante o processo fermentativo ocorre a formagao de metabdlitos como, por exemplo, as proteinas
que alcangaram concentragdo maxima (0,38 = 0,03 mg/mL) durante 96 horas de cultivo. Destaca-se a
presenga de celulose residual mesmo no término da fermentagao, com valor de 0,18 £ 0,04 mg/mL no tltimo
dia FES.
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Figura 3. Perfil dos teores de aglicares redutores totais, proteinas totais e celulose residual produzidos pelo fungo
Penicillium chrysogenum (807) durante 10 dias de cultivo utilizando a fibra de coco verde como substrato na

fermentag@o em estado solido.

A Figura 4 representa o perfil cinético das quatro enzimas produzidas pelo Penicillium chrysogenum (807)
durante os 10 dias. No que diz respeito a CMCase, a mesma apresentou o maior valor no quinto dia com atividade
de 2,58 U/g, sofrendo reducdo até o final do cultivo, ou seja, apds 240 h. Para as enzimas Avicelase e Xilanase as
atividades maximas foram alcangadas entre 72 ¢ 96 horas, com uma producdo de 2,38 U/g ¢ 6,72 Ulg,
respectivamente. Para a FPase sua atividade maxima foi em 96 horas com uma producéo de 2,24 U/g ficando com

atividade praticamente constante até o final do cultivo.

—8— A E CMCase (Ufg)
—+— A E Xilanase (U/g) | 85
—a— A E Avicelase (U/ig)| 425
—v— AE FPase (Ulg)
304 _ 30 w20
g g ; -
P - e =
i ] £ 153
2 =] ]
= = g =
= &} & =
H oa5] ®as [=RRNTS
< ] 5 L
4 05
20- 20 T T T T T T T T 25 - 00

24 48 72 96 120 144 168 182 216 240
Tim e (Hours)

Figura 4: Perfil das atividades enzimaticas (CMCase, Xilanase, Avicelase ¢ FPase) durante os 10 dias na FES,

utilizando o fungo Penicllium chrysogenum (807) ¢ a fibra de coco verde como substrato.

DISCUSSAO

A FES reproduz o habitat natural dos fungos filamentosos, de modo que esses microrganismos sejam
capazes de crescer satisfatoriamente em substrato solido e excretar grandes quantidades de enzimas, como por
exemplo, as celulases (SILVA et al., 2005). A escolha por um substrato especifico para o cultivo usando FES, leva
em consideracdo o custo e a viabilidade. O cultivo em substratos lignoceluldsicos possibilitam o fornecimento de
elementos a nutri¢do fungica, semelhante ao que ocorre em Aabitat naturais.

As condigdes propostas para este processo fermentativo sdo em decorréncia das maiores atividades

enzimaticas verificadas de acordo com Oliveira Junior (2014). Do mesmo modo, a utilizagdo do residuo (fibra de
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coco verde), com umidade de 75%, ¢ o pH 5,0 foi levado em consideracdo ao encontrado na literatura, pois é o
melhor para o desenvolvimento do Penicillium chrysogenum.

A escolha da fibra do coco verde como substrato para o processo fermentativo foi devido a sua
composicdo estrutural (celulose, hemicelulose e lignina), que serviu como fonte de carbono para o
desenvolvimento do fungo, e para a indugdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. Oliveira Junior et al.
(2018) encontraram valores de 36,23 + 0,09, 23,79 = 0,31 ¢ 30,23 £ 0,12 para a celulose, hemicelulose e lignina,
respectivamente, quando utilizaram a fibra do coco verde na FES.

Em cultivos em FES, uma umidade muito elevada resulta na diminui¢do da porosidade, problemas nas
trocas gasosas e contaminacdo cruzada (NARAHARA et al., 1982). Baixos teores de umidade ocasionam
problemas no crescimento dos microrganismos (LONSANE et al., 1985). A quantidade agua livre ¢ um pardmetro
de grande importancia para FES, pois ela ¢ utilizada para a difusdo dos gases, dos solutos e dos metabolitos
inibitérios (PANDEY , 2003). Portanto, a umidade de 75% ¢ a atividade de agua (ay) igual a 0,997 foram favoraveis
a0 processo.

A umidade para o cultivo do microrganismo em FES depende da porosidade do substrato, ou seja, o
quanto ele consegue reter agua. Por isso a umidade tem que estar relacionada com a umidade da biomassa para
poder promover o crescimento do agente fermentador (DOELLE et al.,1992). Existe um valor de umidade para
cada microrganismo associado ao substrato que ndo necessariamente sera o melhor valor para a excre¢do do
produto de interesse (NARAHARA et al.1982).

A quantidade de 4gua na FES ¢ sempre limitada e para que o processo ocorra de maneira ideal é necessario
o controle da umidade. A quantidade de umidade presente para cada substrato permite a formagéo de um filme de
agua na superficie, o que facilita a transferéncia de oxigénio e nutrientes. Os espagos que existem na matriz sélida
devem estar livres para que ocorra a difusdo de oxigénio e a dissipag@o de calor (DESCHAMPS et al., 1985).

Na FES, cada microrganismo possui uma quantidade de agua livre ideal que € necessaria para as
atividades metabdlicas e de seu crescimento. Uma pequena variag@o nos teores de umidade acarreta problemas no
crescimento e metabolismo dos microrganismos (ANDRADE, 1999).

A faixa de pH para os microrganismos durante a FES possui um amplo limite de variagéo (Perazzo, 1999),
podendo diferir no pH para o crescimento microbiano ¢ o pH para formagdo das biomoléculas alvo, porém,
devendo-se considerar que o pH apresenta significativos efeitos sobre os resultados de um processo fermentativo,
seja para FSm ou FES (Pandey, 2003). Existem valores de pH minimo, 6timo e maximo para o crescimento e
desenvolvimento de cada microrganismo, por exemplo, os fungos preferem pH baixo (4,5 — 6,0) e as bactérias pH
neutros (6,5 — 7,0) (PERAZZO, 1999).

O controle do pH durante a FES ¢ bastante dificil (Lonsane et al., 1985; Pandey, 2003; Perazzo, 1999),
sendo que o monitoramento e o controle deste pardmetro geralmente ndo sdo realizados, devido as dificuldades
das técnicas aplicadas. Uma maneira de evitar este problema ¢ o uso de substratos com a capacidade tamponante
(DEL BIANCHI et al., 2001). O pH do meio de crescimento desempenha um papel importante por induzir
mudangas morfologicas no organismo e para a secre¢do enzimatica. A variagdo de pH no meio durante o
crescimento dos microrganismos afeta a formacgao ¢ estabilidade do produto (PANDEY, 2003). As varia¢des que
ocorrem com o pH dos meios um cultivo ¢ em decorréncia das reagdes que ocorrem durante as atividades
metabolicas dos microrganismos. Por exemplo, os sais de amonia formado pelo metabolismo do nitrogénio faz
com que o pH diminua durante o crescimento celular, o ion hidrogénio ¢ formado quando carboidrato ¢ consumido
(DOELLE et al., 2002).
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A cinética estabelecida para o fungo Penicillium chrysogenum ocorreu durante 10 dias. A cada 24 horas
foram retiradas duplicatas de Erlenmeyers para a determinag@o de proteina total (PT), aglcares redutores totais
(ART), CMCase, Avicelase, Xilanase, FPase e celulose residual.

As enzimas carboximetilcelulase (endoglucanase) e Avicelase (exoglucanase) formam um sistema
enzimatico hidrolitico importante para a degradacéo da celulose (BAYER e LAMED , 1992). As atividades dessas
enzimas presentes na cinética em questdo podem comprovar o potencial que o fungo possui em degradar a celulose,
confirmando assim a indugdo na produgdo das enzimas celuloliticas constitutivas que iniciardo a hidrolise da
celulose, induzido a sintese de endoglucanases (CMCase).

A atividade celulolitica aumentou com o tempo de fermentagdo, até 72 h, e a partir desse tempo o
microrganismo alcangou a fase estacionaria do seu crescimento. Apos esse periodo, ocorreu diminui¢do na
atividade FPase, que pode estar relacionada a mudangas nas condigdes do meio de cultivo, juntamente com a
limitagdo da concentragdo de nutrientes no meio e a formagao de subprodutos. Assim, pode ocorrer a morte celular
e posterior desnaturagdo de enzimas, reduzindo a atividade enzimatica (HAQ et al., 2006). Além disso, essa
reducdo possivelmente pode estar ligada ao esgotamento do substrato, o polissacarideo celuldésico. Uma outra
hipétese ¢ a ocorréncia de repressdo catabolica, ocasionando uma redugdo nas atividades dessas enzimas, pela
inibi¢do provocada por metabolitos ou acidos produzido durante a fermentagao.

As maiores atividades da xilanase provavelmente seja devido a hidrolise da hemicelulose bem como a
presenca de alguns nutrientes. O tipo ¢ a concentracdo de nitrogénio sdo importantes fatores nutricionais
responsaveis por regular a produgdo de enzimas lignoceluloliticas (KCHLISHVILI et al., 2006).

Destaca-se que a temperatura 6tima da enzima CMCase foi de 50 °C. O resultado da estabilidade térmica
indicou que durante 1h de incubagéo a 50 °C o extrato bruto manteve mais de 80% da sua atividade residual. Com
relacdo a estabilidade ao pH, a enzima manteve 60% da sua atividade ao pH 5,0. Por ser uma temperatura
relativamente baixa, a utilizagdo da CMCase produzida por P. chrysogenum em processos biotecnologicos torna-
se interessante, por ser mais econdmico devido a reducdo do custo com energia, além de diminuir o risco de
contaminagdo por fatores externos. A estabilidade em pH acido ¢ vantajoso, haja visto, que grande parte dos
processos biotecnologicos ocorrem em pH acidos.

A termoestabilidade ¢ uma interessante propriedade das enzimas utilizadas em processos biotecnoldgicos
(RAY, 2010). Em ensaios de hidrolise, por exemplo, as enzimas termoestaveis apresentam varias vantagens, como
atividade especifica mais elevada, o que ocasiona a diminuig¢do na quantidade da carga enzimatica utilizada no
processo, conferindo maior estabilidade podendo alongar o tempo de hidrélise e permitem o aumento da
flexibilidade de variagdes do processo (VIIKARI et al., 2007). Assim, celulases e xilanases termoestaveis

apresentam vantagens na aplicagdo industrial e biotecnologica.

CONCLUSAO

A reutilizagdo de residuos oferece uma alternativa para a reducdo do impacto ambiental, da mesma
maneira, nos custos do processo fermentativo. O aproveitamento do residuo lignoceluldsico, a fibra de coco verde
como substrato, mostrou ser bastante promissor ao crescimento do fungo Penicillium chrysogenum (807), além de
possibilitar a producdo de um extrato enzimatico com niveis significativos de atividade enzimatica de CMCase,

FPase, Avicelase e Xilanase.
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