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RESUMO

Os fungos sdo microrganismos considerados decompositores da matéria organica, pela acao
de diversas enzimas que podem apresentar potencial biotecnoldgico, destacando as holocelulases
(endoglucanases, exoglucanases, S-glucosidases, endoxilanases, amilases, entre outras). Desta forma,
0 presente trabalho objetivou estudar a producdo de enzimas holoceluloliticas acessérias (5-
glucosidases, p-xilosidases e a-L-arabinofuranosidases) do fungo mutante Trichoderma atroviride
102C1. Através da ferrramenta estatistica Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), foi
utilizado como variaveis independentes as concentracGes da fonte de C (farelo de trigo) e N
(milhocina), na presenca do Meio de Mandels. O sistema foi incubado a 28°C, 200 rpm, por 5 dias. As
melhores atividades enzimaticas para fS-glucosidases (48,6 U/ml), S-xilosidases (24,5 U/ml) e a-L-
arabinofuranosidases (19,2 U/ml) foram detectadas quando se utilizou 3,41% (p/v) farelo de trigo e
1,0% (p/v) milhocina, ap6s 3 dias de fermentacdo. Os resultados sugerem que a linhagem mutante
102C1 apresenta potencial para uso biorrefinaria.

Palavras-chave: Trichoderma atroviride 102C1, farelo de trigo, B-glucosidase, B-xilosidase,
a-L-arabinofuranosidases.

INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos aclorofilados, podendo ser sapréfitas ou
parasitas, pertencentes ao dominio Eukarya e classificados no reino Fungi (Margulis e
Chapman, 2009). Eles desempenham um importante papel no meio ambiente como
degradadores de matéria orgénica vegetal. Dentre os géneros de maior relevancia temos
Aspergillus, Penicillium, Phanerochaete, Fusarium e Trichoderma. O género Trichoderma
pertence ao filo Ascomicota, sendo um dos géneros mais estudados entre os fungos, devido ao
seu grande potencial de aplicacdo industrial e biotecnolégico. As enzimas produzidas por
diferentes espécies do género Trichoderma sdo amplamente utilizadas em bioprocessos
industriais, em funcdo do seu alto nivel secretorio e também pela variedade de enzimas com
diferentes especificidades. Os fungos holoceluloliticos pertencentes a este género (T. viride, T.
longibrachiatum, T. harzianum, T. reesei) tém sido considerados mais produtivos, e as
preparacdes de holocelulases comerciais baseadas em estirpes mutantes de T. reesei séo
produzidas em escala industrial por muitas empresas em todo o mundo (Gusakov, 2011).
Dentre as enzimas holoceluloliticas produzidas pelos fungos do género Trichoderma,
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destacamos as endoglucanases (EC 3.2.1.4), as celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), as pB-
glucosidases (EC 3.2.1.21), as endoxilanases (EC 3.2.1.8), as B-xilosidases (EC 3.2.1.37), as
o-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), entre outras. Essas enzimas séo de suma importancia
quando se objetiva um melhor aproveitamento da biomassa vegetal, através da hidrolise
enzimtica. Desta forma, o presente trabalho objetivou otimizar a producéo das enzimas
acessdrias B-glucosidases (BGL), B-xilosidases (BXL) e a-L-arabinofuranosidases (ARF) em
farelo de trigo e milhocina por fermentacdo submersa, utilizando a ferramenta estatistica
Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) para otimizar a producéo enzimatica.

MATERIAL E METODOS

A producdo das enzimas acessorias pelo fungo mutante T. atroviride 102C1 foi
conduzida em frascos Erlenmeyers (125 mL), contendo 25 mL de meio de sais (Mandels
modificado, pH 4.8) suplementado com diferentes concentragdes de farelo de trigo (Xi) e
milhocina (Xz), de acordo com a Tabela 1. Através do planejamento fatorial DCCR 22 foi
gerado uma matriz com 11 ensaios (Tabela 1). A analise dos resultados foi realizada
utilizando-se o programa Statistica®7.0. Apos esterilizacdo, os frascos foram inoculados com
25 pL da suspensdo de esporos padronizada (10° UFC/mL).

Tabela 1: Matriz do DCCR 22 com as variaveis independentes — farelo de trigo (Xy) e
milhocina (Xz). Os valores apresentados na Tabela sdo valores codificados (X; e X) e valores
reais (fonte de C e N em %).

Ensaios X1 X2 Fontede C (%)  Fonte de N (%)
1 -1 -1 1,0 0,43
2 +1 -1 3,0 0,43
3 -1 +1 1,0 1,57
4 +1 +1 3,0 1,57
5 -1,41 0 0,59 1,0
6 +1,41 0 341 1,0
7 0 -1,41 2,0 0,2
8 0 +1,41 2,0 1,8
9 0 0 2,0 1,0
10 0 0 2,0 1,0
11 0 0 2,0 1,0

Os sistemas de fermentagéo foram incubados a 28°C, 200 rpm por 5 dias. Diariamente
1 frasco de cada um dos 11 ensaios era coletado, e os sobrenadantes filtrados em membrana
de microfibra de vidro (Millipore) para entdo serem congelados, a -20°C, até 0 momento da
determinacdo da atividade das enzimas BGL, BXL e ARF.

As atividades foram determinadas atraves da liberacdo de p-nitrofenol obtido pela
hidrdlise dos substratos 10mM p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (SIGMA-ALDRICH®)
para BGL; 10mM p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (SIGMA-ALDRICH®), para BXL; 10
mM p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (SIGMA-ALDRICH®), para ARF. Os sistemas
foram preparados com 0,65 ml (para BGL e BXL) ou 0,60 ml (para ARF) de &gua destilada;

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)




XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

0,2 ml de tampdo acetato de sddio (0,5M — pH 5,0); 0,05 ml (para BGL e BXL) ou 0,1 ml
(para ARF) do sobrenadante enzimatico e deixados em repouso durante 5 minutos a 50°C,
para a completa estabilizacdo da temperatura. Em seguida adicionou-se 0,1 ml do substrato
correspondente & cada enzima e os sistemas foram incubados por 10 minutos. A interrupcéo
da reacdo aconteceu pela adi¢do de 0,5ml de Na,CO3; (1M - pH 10,0) na mistura reacional, a
50°C. A leitura da quantidade de p-nitrofenol liberado durante o processo foi realizada em
espectrofotometro a 420nm (Da Silva et al., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A producéo de BGL, BXL e ARF pelo fungo mutante T. atroviride 102C1 foi
analisada através do planejamento DCCR 22 Com esta ferramenta estatistica pode-se verificar
o melhor tempo de incubacdo para a fermentacdo, as melhores concentragdes de farelo de
trigo e milhocina determinadas dentro do planejamento. As méximas atividades das trés
enzimas foram obtidas ao fim de 3 dias de fermentacdo (Figura 1), sendo a melhor condicéo
para a producéo de BGL (48,59 U/ml) o ensaio 6 (3,41% farelo de trigo + 1,0% milhocina);
BXL (29,76 U/ml) o ensaio 4 (3,0% farelo de trigo + 1,57% milhocina) e ARF (20,45 U/ml) o
ensaio 7 (2,0% farelo de trigo + 0,2% milhocina).
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Figura 1 — Cinética da producdo de BGL (A), BXL (B) e ARF (C) pelo T. atroviride 102C1
em farelo de trigo nos diferentes ensaios determinados pela matriz do planejamento fatorial
(legenda em cor).
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Assim, baseado nos resultados do presente estudo, as analises estatisticas foram
realizadas utilizando os dados do melhor dia (3°) de produgéo das enzimas BGL, BXL e ARF.
O software utilizado foi o Statistica 7.0. No farelo de trigo, a producdo de BGL atingiu
valores de atividade enzimética que variaram de 13,63 a 48,59 U/ml (Figura 1A). O
coeficiente de variagéo obtido (R’=0,705) indica que 71% da variabilidade dos resultados
podem ser explicadas pelo modelo matemético. A producdo de BXL pelo T. atroviride 102C1
no farelo de trigo resultou em uma atividade enzimatica que variou de 1,68 a 29,76 U/ml
(Figura 1B). O coeficiente de variacéo obtido (R*=0,834) indica que 83% da variabilidade dos
resultados podem ser explicadas pelo modelo matemético. A producdo de ARF pelo T.
atroviride 102C1 no farelo de trigo resultou em uma atividade enzimética que variou 3,68 a
22,73 U/ml (Figura 1C). O coeficiente de variacdo obtido (R?=0,556) indica que 56% da
variabilidade dos resultados podem ser explicadas pelo modelo matematico.

Alguns trabalhos reportam sobre a producdo de BGL pelo microrganismo de mesmo
género e também espécie do nosso estudo, o Trichoderma atroviride. Rana et al., 2014
observaram uma maxima produgdo de BGL (4,77 U/ml) pela linhagem T. reesei RUT-C30
(ATCC 56765) ao fim de 7 dias de fermentagdo em biorreator utilizando palha de milho pré-
tratado com explosdo alcalina (fragdo solida) como fonte de C. Em relagdo & producgdo de
BXL, na literatura vemos que a linhagem T. reesei RUT-C30 (ATCC 56765) mostrou 0,25
U/ml de atividade enzimatica, na presenca de 1,0% de lactose durante 7 dias (Jiang et al.,
2011). Quanto a produgdo de ARF por microrganismos, a literatura nos mostra que o fungo
Penicillium pinophilum apresentou 0,27 U/ml da enzima ap6s crescer em 3% de capim-
elefante durante 7 dias (Visser et al., 2013).

CONCLUSOES

O fungo mutante T. atroviride 202C1 foi capaz de produzir bons titulos de atividade
enzimética de p-glucosidases, B-xilosidases e a-L-arabinofuranosidases na presenca de farelo
de trigo e milhocina em condic¢Oes submersas, superiores aos observados na literatura. Estes
dados corroboram com seu potencial biotecnolégico para aplicagfes em processos dentro do
conceito de biorrefinaria.
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