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RESUMO

A biotecnologia exerce influéncia significativa na economia mundial no que diz
respeito a producao de enzimas. Metabdlitos como estes que possuem vasto campo
de aplicacbes sao produzidos por microrganismos, e podem ser obtidos através de
bioprocessos como a fermentacdo em estado sélido. Essa técnica contribui com o
desenvolvimento do mercado biotecnoldégico, como também minimiza impactos
ambientais gerados pela producdo de residuos que sado descartados de maneira
inadequada contaminando o meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de producao de xilanase, a partir do fungo Penicillium sp., isolado no
Parque Municipal da Matinha, localizado em Itapetinga-BA. O substrato utlizado
como fonte de carbono foi o farelo de Mandioca (Manihot esculenta). As
fermentacoes foram realizadas em erlenmeyers contendo 10g do residio de
mandioca e concentragdo de 10’ de solucdo de esporos. O delineamento
experimental utilizado foi o método estatistico Box Behnken, o qual apresentou 13
pontos fatoriais € uma repeticdo. Foi avaliada a influéncia de trés variaveis:
temperatura (30°C, 34°C e 38°C), umidade (45%, 55% e 65%) e tempo (72, 192 e
312 horas de cultivo). A atividade enzimatica maxima de xilanase foi atingida na
maior temperatura, a 38°C e umidade de 65%; com a producdo de 3,3U/mL. O
tempo de fermentagdo foi desprezado, pois nado foi significativo no processo.
Estatisticamente a interacdo da umidade e a temperatura exerceram influéncia
significativa no processo. O isolado Penicillium sp. foi capaz de produzir xilanase, a
partir de farelo de mandioca, sem adicao de qualquer outra fonte de nutrientes.
PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia, Enzimas, Penicillium.
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FERMENTATION OF CASSAVA BRAN, FOR OBTAINING XYLANASE, FROM AN
ENDOPHYTIC FUNGUS

ABSTRACT

Biotechnology exerts a significant influence on the global economy with respect to
the production of enzymes. Metabolites such as these that have a broad field of
applications are produced by microorganisms, and can be obtained through
bioprocesses such as solid state fermentation. This technique contributes to the
development of the biotechnology market, but also minimizes the environmental
impacts occasioned by the production of debris that are inadequately discarded, thus
contaminating the environment. This work was intended to assess the productive
capacity of xylanase, from the fungus Penicillium sp., isolated in the Municipal Park
of Matinha, located in ltapetinga-BA. The substrate used as a carbon source was
Cassava bran (Manihot esculenta). The fermentations were accomplished in
erlenmeyers containing 10g of Cassava debris and a concentration of 10’ of spore
solution. The experimental design was the Box Behnken statistical method, which
showed 13 factorial points and one repetition. The influence of three variables was
assessed: temperature (30°C, 34°C and 38°C), moisture (45%, 55% and 65%) and
time (72, 192 and 312 hours of cultivation). The maximum enzymatic activity of
xylanase was reached at the highest temperature, at 38°C, and 65% moisture; with
the production of 3.3U/mL. The fermentation time was disregarded, since it was not
significant in the process. Statistically, the interaction between moisture and
temperature exerted significant influence on the process. The isolated Penicillium sp.
was capable of producing xylanase, under Cassava bran, without addition of any
other source of nutrients.

KEYWORDS: Biotechnology, Enzymes, Penicillium.

INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos tém contribuido com diversos impactos ambientais,
0s quais estao associados com o aumento exponencial da populacao, altos indices
de producdao e geracdo de residuos; que ocasionam contaminagcdo do meio
ambiente; além de contribuir para a disseminagcédo de doengas. Diante desses fatos,
as sociedades contemporaneas encontram uma nova realidade, na qual se faz
necessario repensar o atual modelo de desenvolvimento para assegurar a qualidade
de vida das geracdes futuras. Dessa maneira surge a necessidade de desenvolver
acOes que envolvam pesquisas no sentido de minimizar esses efeitos (SACCARO
JUNIOR, 2011; MENEZES et al., 2012; MENEZES; BARRETO, 2015).

Muitos residuos agroindustriais sdo utilizados como fontes de carbono para o
crescimento de microrganismos e consequentemente para a producdo de
metabolitos secundarios de interesse biotecnoldégico (MENEZES; BARRETO, 2015).
Santos et al. (2014) afirmam que residuos agroindustriais como bagacos, palhas ou
folhas sdo boas opgdes de matéria—prima para meios de fermentagdo devido ao
baixo custo dos mesmos. A estrutura destes subprodutos da agroindustria é
heterogénea tendo na composicao celulose, hemicelulose, lignina, amido e proteinas
que servem de suporte e/ou de fonte de nutrientes para o desenvolvimento de
fungos, leveduras e bactérias (PINTO et al., 2005).

Nesse cenario, o residuo agroindustrial da mandioca tem se destacado pela
producdo mundial. Em 2013/2014, a geracado desse substrato chegou a 276,7
milhdes de toneladas. Dentre os principais paises produtores, o Brasil € o quarto no
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ranking mundial com 23,2 milhées de toneladas e os Estados com maior producao
sao Para, Parana e Bahia (BRASIL, 2014). O gerenciamento desse residuo tem se
revelado como subsidio para geracao de tecnologia e producao de enzimas, através
de processos como a fermentagdo em estado sélido (FES).

A bioconversao dos residuos agricolas tem despertado interesse crescente,
uma vez que esses materiais representam recursos possiveis e utilizaveis para a
elaboracao de produtos Uteis. Deste modo, a FES desempenha papel de destaque
no aproveitamento de residuos agroindustriais, pois através do crescimento de
microrganismos, ocorre a sintese de varios compostos, dos quais muitos
apresentam grande interesse para diversos segmentos além do elevado valor
agregado (AMORIM et al., 2012; SANTOS et al., 2012).

Pirota et al. (2015) destacam que a FES tem apresentado vantagens em
relacdo a Fermentagdo Submersa (FS), pois o crescimento dos microrganimos
ocorrem mimetizando seu habitat, contribuindo de forma natural para o
desenvolvimento. Nesta perspectiva, os fungos endofiticos tém se mostrado
associados aos processos fermentativos (ALVES etal., 2016). Esses
microrganismos representam um grupo diversificado e estdo presentes na maioria
das plantas de ecossistemas naturais. A presenca desses fungos, aparentemente,
ndao causa danos ao material vegetal, entretanto podem alterar caracteristicas
fisiologicas e morfoldgicas das plantas e produzir substancias de interesse
biotecnol6gico como as enzimas (ORLANDELLI et al., 2012).

A busca por microrganismos que atuem como produtores de enzimas de
degradacdo de material vegetal tem despertado interesse, visto que esses
organismos sao capazes de produzir hidrolases extracelulares, como parte do seu
mecanismo de resisténcia para superar as defesas do hospedeiro e/ou para obter
nutrientes do solo (BORGES et al.,, 2009). A enzima xilanase esta representada
nesse cenario, pois hidrolisa o principal componente da hemicelulose vegetal, a
xilana e sdo comumente utilizadas nas industrias de papel, alimentos, téxtil, bebidas
e ragao animal (ADELA et al., 2015).

Varias pesquisas com o intuito de estudar moléculas, como as xilanases
microbianas, com alto valor agregado, tém despertado reconhecido potencial
biotecnologico e esta inserido em um mercado em expansao (CASTRO et al., 2015;
PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2015). Apesar da relevancia, a producdo de valores
significativos de proteina extracelular estd associada a varios fatores (temperatura,
umidade e tempo de cultivo) e ainda é restrita a alguns microrganismos. Espécies
como Penicillium pinophilum, Aspergillus niger e Humicola insolens se destacam
como as mais estudadas quando se prioriza a producao de enzimas celuloliticas
(HEINZ et al., 2014).

O género Penicillium, se destaca abrigando mais de 150 espécies com
caracteristicas desejaveis; apresentam beneficios na medicina a partir dos seus
subprodutos, atuam na fabricacdo de queijos e ainda é um deteriorador comum de
paes, bolos e outros produtos. Espécies deste género produzem um complexo
enzimatico eficiente que degradam constituintes da parede celular vegetal, podendo
apresentar alta producdo de celulases e xilanases (REIS et al., 2013). Nesse
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da xilanase, através da
fermentacao do farelo de mandioca, a partir de um isolado endofitico do género
Penicillium.
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MATERIAL E METODOS
O fungo endofitico utilizado neste estudo foi coletado a partir de tronco de
arvores, do Parque Municipal da Matinha (PMM) (Figura 1), no municipio de
ltapetinga — BA, latitude 15°14’17”S e longitude 40°13’52°0 (Google Earth). A
reserva situa-se a margem do principal rio do municipio, o Catolé e dispde de uma
area de 24 hectares, sendo a metade da area composta de Mata Atlantica
(NASCIMENTO, 2010).

[ RS i/l

S

FIGURA 1: Area do Parque Municipal da Matinha em
ltapetinga-BA (linha vermelha)
Fonte: Google Earth, ( 2016).

Os fragmentos vegetais coletados passaram por um processo de desinfeccao
(CHAPLA et al., 2013). Foram imersos primeiramente em uma solu¢éao de hipoclorito
a 1%, em seguida em alcool 70% e por fim em agua destilada autoclavada, por um
perido igual a um minuto. ApoOs esta etapa, os fragmentos foram secos em papel
filtro e plaqueados em placas de petri, contendo meio de cultura Potato Dextrose
Agar - PDA (HIMEDIA), acrescido de &cido tartarico. As placas foram incubadas em
estufa (SOLAB), a uma temperatura de 30°C, por um periodo de sete dias. Apds o
cultivo do microrganimo, o mesmo foi repicado e isolado para posterior identificacao
e estoque.

A identificagdo do microrganismo isolado foi realizada com o auxilio de
microscopio 6ptico (BIOVAL) a partir da chave de identificagdo de Dugan (2006).
Foram observados esporos e estruturas reprodutivas. Para armazenamento do
isolado, por longos periodos, os esporos foram ressuspendidos em leite em po,
diluido a 5% (m/v) e transferidos para Eppendorf contendo silica gel estéril.

O microrganismo utilizado foi repicado separadamente em trés Erlenmeyers,
contendo meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA), durante sete dias, a 37°C.
Foram feitas raspagens com o auxilio de pérolas de vidro e agua destilada
autoclavada, para preparagcdo da solucdo de esporors. Essa suspensao foi
preparada com Tween 80 (VETEC), a 0,1%. Retirou-se uma amostra de um mL,
para realizacdo de trés diluicdes sucessivas (107, 10%, e 10°). Sequencialmente,
realizou-se a quantificagdo de esporos na camara de Neubauer. A concentragao
utilizada na FES foi de 10’ esporos, por grama de residuo (desidratado e
autoclavado, previamente).
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O residuo de mandioca foi adquirido em feiras livres e mercados da cidade de
Itapetinga-BA. Antes do uso, o subproduto foi lavado com &gua destilada e depois
desidratado em estufa de secagem (SOLAB), a 70°C, por 24 horas. Posteriormente,
o residuo foi triturado em moinho tipo WILEY (ACB LABOR), com uma
granulométrica aproximada de 0,2 mm. A umidade do farelo foi calculada no
determinador de umidade infravermelho (MARTE 1D200).

A Fermentacdo em Estado Sélido (FES) foi desenvolvida na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus ltapetinga, no Laboratério de
Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais (LABRA). As fermentacdes foram
realizadas em Erlenmeyers, contendo 10 g de farelo de mandioca, com adicdo de
107 esporos, por grama de substrato seco. Os Erlenmeyers com o meio de cultura
foram esterilizados a 121°C, durante 15 minutos, em autoclave. Apds esse
procedimento, o produto estéril foi incubado com microrganismo, sob variacdes de
temperatura, umidade e tempo de cultivo.

Apés o periodo de incubacao, foram adicionados 50 mL de solugdo tampéao
citrato de sédio (50 mM) (VETEC), pH 4,8. As amostras ficaram sob agitacao por 10
minutos, a 30°C, para homogeinizagdo. O extrato bruto foi separado através de
filtragdo (auxilio de gaze e algoddo) e armazenado em tubos Falcon, previamente
rotulados. Apds esta etapa os tubos foram centrifugados por 10 minutos, a 4.000
rom (CETRIBIO modelo 80-2B) e o sobrenadante foi utilizado no momento da
andlise (SANTOS et al., 2011).

A determinagdo da atividade enzimatica da xilanase foi realizada segundo
Miller (1959). A reacdo enzimatica consiste na mistura de um mL de extrato
enzimatico (sobrenadante da cultura), um mL de solugéo de 1% xilana (SIGMA), a
50°C, por 30 minutos. Logo apés, adicionou-se dois mL de solucdo de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), em banho-maria, por cinco minutos, a 100°C. Acrescentou-se
10 mL de agua destilada, ao caldo enzimatico e homogeneizou-se. A leitura da
absorbancia foi realizada a 550 nm (GHOSE, 1987). A curva padrao para xilanase
foi construida a partir da determinacao de glicose, nas concentracéoes de 0,2 a 2,0
g/L, pelo método do DNS, segundo Miller (1959). A unidade da atividade enzimatica
(U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar um pymol de agucar
redutor, por minuto, a 50°C. Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade
enzimatica é expressa em U/mL e libera um pmol de agucar redutor.

O delineamento experimental utilizado foi o método estatistico Box Behnken,
o qual apresentou 13 pontos fatoriais e uma repeticdo (Tabela 1). Foram avaliados a
influéncia da temperatura, umidade e tempo de cultivo, na atividade de xilanase. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), aplicando o
teste T, analise de regressao e plotagem de superficie de resposta (COMPARINI,
2009), para a obtencdo do ponto 6timo de atividade enzimatica, bem como as
variaveis e as interagbes que foram significativas no processo. Os efeitos foram
considerados significativos quando p <0,05. O programa utilizado para as analises
estatisticas foi Statistical Analysis System® 9.3 (SAS - Inst. Inc., Cary, NC) e o
SigmaPlot 11.0.
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TABELA 1 — Delineamento experimental baseado no método estatistico Box

Benhker
Trat. Tempo T(°C) Umid. X1 X2 X3 Repeticoes
Ensaio (dias) (%)
1 1 3 34 45 -1 0 -1 1
2 1 3 34 45 -1 0 -1 2
3 2 8 34 55 0 0 0 1
4 2 8 34 55 0 0 0 2
5 3 8 30 45 0 -1 -1 1
6 3 8 30 45 0 -1 -1 2
7 4 3 34 65 -1 0 1 1
8 4 3 34 65 -1 0 1 2
9 5 8 38 65 0 1 1 1
10 5 8 38 65 0 1 1 2
11 6 8 38 45 0 1 -1 1
12 6 8 38 45 0 1 -1 2
13 7 13 34 45 1 0 -1 1
14 7 13 34 45 1 0 -1 2
15 8 3 30 55 -1 -1 0 1
16 8 3 30 55 -1 -1 0 2
17 9 3 38 55 -1 1 0 1
18 9 3 38 55 -1 1 0 2
19 10 8 30 65 0 -1 1 1
20 10 8 30 65 0 -1 1 2
21 11 8 38 65 0 1 1 1
22 11 8 38 65 0 1 1 2
23 12 13 38 55 1 1 0 1
24 12 13 38 55 1 1 0 2
25 13 13 34 65 1 0 1 1
26 13 13 34 65 1 0 1 2

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em virtude da constituicao particular dos residuos agroindustriais, o substrato
deve ser avaliado para o uso na fermentacdo em estado sélido. A caracterizacao
centesimal relatada por Rivera et al. (1993), utilizando técnicas gravimétricas,
encontraram no farelo de mandioca em base seca, 39,7% de fibra detergente neutro
(FDN), 23,8% de fibra detergente acido (FDA), 16,7% de hemicelulose, 15% de
celulose, 4,8% de lignina e 10% de pectina. Dentre esses compostos, identifica-se a
hemicelulose, e esta por sua vez apresenta a xilana como principal constituinte
(KAYSERILIOGLU et al., 2003).

Diante disso, além de atuar como um bom residuo nos processos
fermentativos que avaliam a atividade enzimatica de xilanases, celulases, pectinases
(SORNYOTHA et al., 2010; NAIR et al.,, 2011), esta utilizacao contribui para a
mitigacdo dos impactos ambientais causados pela alta producdo de residuos
agroindustrias que sao descartados em ambiente inadequado. O teor de umidade
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contido no farelo de mandioca, selecionado para a FES apresentou 89,9% de
matéria seca e 10,1% de agua. Desta forma, calculou-se a quantidade de agua a ser
utilizada nos pontos de umidade estabelecidos para o experimento (Tabela 2).

TABELA 2: Teor de umidade do farelo de mandioca.

. Volume de agua adicionado
Umidade a 10g de residuo (mL)
45% 7,28
55% 10,87
65% 16,52

O isolado endofitico Penicillium sp., identificado a partir de laminas contendo
estruturas reprodutivas (FREITAS, 2014) foi capaz de produzir xilanase, sem adicao
de nutrientes ou quaisquer substancias indutoras; sob a presenca do farelo de
mandioca e agua. No presente estudo, a avaliagdo da atividade enzimatica com a
fermentacdo de farelo de mandioca, a partir de Penicillium sp. foi realizada sob
perspectiva de trés variaveis: temperatura (30°C, 34°C e 38°C), umidade (45%, 55%
e 65%) e tempo (72, 192 e 312 horas de cultivo). A atividade enzimatica maxima de

xilanase foi atingida na maior temperatura, 38°C e umidade, 65%; com a producao
de 3,3 U/mL (Figura 2).

Atividade Enzimatica

Umidade

FIGURA 2: Efeitos da umidade e do

tempo de fermentacdo na atividade de
xilanase.

O tempo de fermentacdo foi desprezado, pois nao foi significativo no
processo. Observou-se que o valor da atividade enzimatica da xilanase foi préoximo
ao encontrado por Stropatro et al., (2012). Os autores utilizaram o P. verruculosum,
que apresentou atividade enzimatica de 4,62 = 0,35 U/mL; com uma temperatura
que variou de 30°C a 40°C e com umidade entre 68% e 80%. Ainda foram realizadas
fermentacdes com os microrganismos P. glabrum J3, P. glabrum J11 e A. niger J4
que produziram atividade enzimatica para xilanase de 0,54 + 0,09 U/mL; 0,62 + 0,12
U/mL e 8,73 £ 0,34 U/mL; respectivamente.

Ressalta-se nesse contexto uma variacdo a cerca da quantidade de enzima
produzida entre as espécies e até mesmo entre linhagens, sugerindo que a escolha
do microrganismo pode ser definidor durante o processo. No que se refere as
andlises estatisticas desse estudo nenhuma variavel obteve agédo independente no
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processo, mas as interacoes entre a umidade e a temperatura exerceram influéncia
significativa (p<0,05) para producao da enzima (Figura 3).

Temperatura

Umidade

Temp./Umid. .

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

p=0,05
m Valordep

FIGURA 3: Diagrama de Pareto, com as variaveis de
temperatura e umidade, para obtengao da Xilanase.

Segundo Bianchi et al. (2005) o teor de umidade do substrato € um dos
principais parametros para o sucesso da FES, pois facilita a dissolugédo e a
transferéncia de massa de nutrientes e de oxigénio (SANCHEZ, 2009). De acordo
com Mahanta et al. (2008), o elevado teor de &agua ocasiona a reducdo da
porosidade da matriz-sélida, enfraquecendo a troca de gases; e o baixo teor limita o
desenvolvimento do microrganismo ocasionando baixa atividade enzimatica. No
presente estudo, a atividade enzimatica maxima foi atingida a 65% de umidade; o
que pode ter ocasionado interferéncia no crescimento do fungo, reduzindo a
aderéncia ao substrato, restringindo o sensoriamento celular.

A temperatura afeta diretamente a germinacao dos esporos, crescimento e
esporulagdo do microrganismo e a formacdo do produto. Diante disso, o calor
gerado durante o processo deve ser liberado, pois altas temperaturas ndo séo
adequadas para os microrganismos, sendo uma variavel dificil de controlar na FES
(SANCHEZ, 2009). A temperatura de 38°C, estabelecida como maxima nos ensaios,
também pode ter sido um fator de restricdo para esporulacdo do microrganismo,
associado a baixa producao enzimatica.

Santos et al. (2013) ao utilizarem FES, a partir de Aspergillus niger, com
farelo de cacau (Theobroma cacao), conseguiram obter enzimas celuloliticas, dentre
estas a xilanase. As fermentacdes ocorreram a 30°C, variando o tempo de cultivo
(24 e 120 horas) e a atividade de agua (0,963; 0,976 e 0,983). A condicéo na qual a
atividade enzimatica para xilanase foi mais significativa foi a partir de 64 horas de
fermentacao, com uma producao de 11,86 U/mL e uma atividade de agua de 0,971.

Os resultados encontrados por Terrasan et al. (2010), a partir de P.
Jjanczewskii, fermentado com farelo de trigo apresentam valores superiores quando
comparados com o mesmo microrganismo fermentado usando bagagco de cana;
registrando atividade de xilanase de 15,4 U/mL e 3,05 U/mL, respectivamente. Esse
resultado fomenta que o substrato escolhido para fermentacdo é uma variavel que
também deve ser considerada, pois pode limitar de maneira consideravel a técnica.

Adela et al. (2015) estudaram a producgédo e otimizagdo das xilanases, por
Penicillium sp., utilizando como substrato subprodutos de cereais oriundos do
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processo de destilacdo, denominados graos destiladores (DDG), cascas de
amendoim, biomassa de sorgo, bagaco de cana de acucar e palha de arroz. A
melhor produgao da xilanase ocorreu apos sete dias (168 horas) de cultivo com uso
do DDG (220 1U/g), seguida do bagaco de cana (190 1U/g). Quando foi avaliada a
quantidade de substrato, a melhor producéo da xilanase ocorreu com 10g do DDG,
sendo o valor encontrado 270 IU/g.

Ang et al. (2013) ao obterem celulases e xilanases por FES, a partir de
Aspergillus fumigatus SK1, utilizando como fonte de carbono o 6leo de palma néo
tratado (OPT) encontraram que as atividades mais elevadas gaara xilanase
ocorreram a 80% de umidade, pH 5 e concentragdo de esporos 10° esporos/g de
indculo, apresentando valor de atividade enzimatica igual a 418,70 U/g.

No estudo de Ncube et al. (2012) utilizando o fungo Aspergillus niger e
semente de Jatropha curcas, os autores encontraram a atividade maxima da
xilanase a partir de 48 horas de cultivo, com uma queda de 50% na producao apds
240 horas (10 dias). A atividade enzimatica maxima obtida para xilanase foi de 6.087
U/g, a 25°C, através da suplementagdo com extrato de malte, peptona, e extrato de
levedura; como fonte de nitrogénio.

Os estudos relacionados as propriedades da xilanase, bem como a producéo
a partir de Penicillium sp. sob FES continuam sendo observadas e reportadas em
estudos recentes, de elevado impacto no meio cientifico (MURTHY; NAIDU, 2012;
LIAO et al.,, 2015; MARQUES et al.,, 2017). E importante destacar ainda que os
processos fermentativos associados a fungos endofiticos, para producdo de
bioprodutos, envolvem processos celulares regulados sensivelmente pelo meio
ambiente em que se encontram.

Sao muitas as variaveis inseridas no processo e que podem atuar de maneira
determinante no rendimento do produto. Dessa forma é imprescindivel a otimizacao
de varidveis como temperatura, umidade, concentracdo de esporos e fonte de
nutrientes para que o processo fermentativo tenha éxito.

CONCLUSAO

O isolado endofitico Penicillium sp. e o substrato de farelo de mandioca pode
ser considerado uma alternativa viavel para producao de xilanase, como também,
em processos fermentativos. Entretanto, tornam-se necessarios mais estudos para
aperfeigoar a atividade enzimatica para xilanase, induzida por Penicillium sp, a partir
de residuo agroindustrial da mandioca. Essas acgdes irdo contribuir para gerar os
avancos tecnoldgicos necessarios, redug¢ao no custo da producdo de enzimas e 0
aumento da eficiéncia do uso da biomassa vegetal, como fonte de energia
renovavel.
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