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RESUMO - O interesse na pesquisa de enzimas lignoceluloliticas fundamenta-se na
utilizac&o em reciclagem de residuos da agricultura, rejeitos urbanos, tratamento de solos,
efluentes diversos e aplicagdes industriais. O uso desses processos possibilita a producéo
de um grande numero de metabdlitos (enzimas), as quais podem ser obtidas a partir do
reaproveitamento de recursos naturais e de residuos da agroindustria que podem ser
encontrados em abundancia no Brasil. O trabaho teve como objetivo anadisar ainfluéncia
da adicéo de sacarose e diferentes fontes de nitrogénio na composi¢éo do meio de cultivo
em fermentagdo submersa para producdo de xilanases. Foram utilizadas cepas de
Trichoderma da regido amazbnica. A maior atividade enziméatica apresentada foi 2,59
U/ml em meio contendo sacarose e (NH,4)>SO,, essas presengas contribuiram para uma
maior producdo da enzima mesmo quando esses componentes ndo estavam combinados
no meio. A otimizagdo dos processos de fermentacdo torna-se de fundamenta
importancia para uma eficiente producédo enzimética.

PALAVRAS-CHAVES: Enzimas xilanaliticas, xilana, fermentagdo submersa.

1. INTRODUCAO endo-xilanases que convertem xilana
em xilooligosacarideos. Assim como
Xilana é uma fragio integral da participam as  d-xilosidades, que
estrutura lignocelulésica e representa a auxiliam na  conversa de
segunda mais abundante biomassa xilooligosacarideos em  xilose  (
disponivel e renovével do planeta Kulkarni, 1999).
Compreende a maior parte da fracdo de Muitas pesquisas relatam a
hemiceluloses encontrados no ambiente obtencdo de Xilanases de fungos
constituindo aproximadamente 25% do (Gawande, 1999), bactérias (Gilbert ,
total de biomassa (Kuhad e Singh, 1993), acetomicetos (Beg , 2000) e
1993). Para uma eficiente utilizacdo da leveduras (Wenlu ,1999), destes poucos
biomassa, faz-se necessaria a hidrolise estudos utilizam fungos como fonte de
da xilana por enzimas denominadas Xilanases. EXistem razOes pelas quais
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devemos nos aprofundar nesta pesquisa,
a principa delas € o fato de que os
fungos sdo capazes de produzir grandes
quantidades de enzimas extra-celulares
de substratos lignocelulosicos
(Baldrian,2003). Como por exemplo os

Trichodermas e Aspergillus, que
secretam grande quantidades de
xilanases (Fukudda, 2009).

Geramente, 0S materiais

lignocelulésicos sdo  hidrolisados
através de tratamento &cido e o seu
hidrolisado obtido € utilizado para
fermentacdo de etanol. Isto se deve ao
fato de que este material hidrolisado ndo
contém somente glicose na sua
composi¢cao final, mas também outros
monossacarideos como xilose, manose e
gaactose. Potanto, € grande o interesse
na producdo microbiana de xilanase,
tendo em vista a variedade de aplicacdes
na industria de oligossacarideos, na
indUstria de alimentos, na industria de
celulose e papd , producdo de etanol e
xilitol, combustiveis liquidos e outras
substéncias quimicas (Romanowska,
2006; Beg, 2001; Tauk-Torniselo,
2009).

Existem muitos fatores que afetam
a producéo das xilanases como a fonte
de carbono que pode induzir ou reprimir
a atividade catabolica, assim como a
temperatura, tempo de cultivo e o0s
substratos usados (Lenartovicz et a. ;
2003).

Em muitos casos, acucares
facilmente metabolizéveis, tais como
glicose e/ou xilose sd0 supressores da
sintese de xilanase. Por outro lado, a
regulacéo da secrecéo de xilanase pelos
microrgani smos anda ndo e
completamente entendida. Desde que a
xilana ndo € capaz de entrar na célula
microbiana, a inducdo de xilanase €&
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estimulada pelos fragmentos de xilana
de baixa massa molas, que sdo
produzidos no meio pela quantidade de
enzimas congtitutivas produzidas (Beg
et al, 2001).

Assim, para uma producéo
comercial, a otimizacdo da composi¢ao
do meio é um dos passos essenciais para
minimizar a quantidade de componentes
ndo utilizavels em uma producéo
rentavel. Nenhuma composicéo de meio
ainda foi estabelecida como idea para
uma melhor producéo de metabalitos,
uma vez que a diversidade genética
presente em  diferentes  fontes
microbianas faz com que cada
organismo ou linhagem deste tenha suas
condicbes especiais de producdo
maxima. (Rao, 2008)

Este trabalho teve como objetivo
fazer uma avaliacdo preliminar da
influéncia da adicdo de sacarose e
diferentes fontes de  nitrogénio
((NH4)2S0, e NaNO3) na composicao
de meios de cultivo a serem utilizados
em fermentagdo submersa para
producdo de xilanases.

2. MATERIAISE METODOS

2.1 Microrganismos

Foram utilizados 3 cepas de
Trichoderma cedidas pelo Instituto
Nacional de Pesguisa da Amazbnia,
sendo elas T 393, T 881 e T 930.

2.2 Fermentacdo submersa:
composicdo do meio, condicoes
de cultivo e tempo de
fermentacéo
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O meo de cultivo utilizado na
fermentacdo liquida consiste de 2,0 g/l
KH2PO, , 0,3 g/l MgSO, - 7H,0; 0,4 ¢/l
CaCl,.2H,0; 0,005 g/l FeSO, - 7H,0;
0,0016 g/l MnSO, -H,O; 0,0014 g/l
ZnSO, -H,0; 0,0037 g/l CoCl, - 6H,0
(Ahamed, 2008), utilizando como fonte
principal de carbono 10 g/l de xilana
oat-spelt (Fluka), sendo avaiada a
influencia da adicéo de sacarose ( 10g/1)
e a fonte de nitrogénio nas quantidades
1,4 g/| (NH4)2804 ou 2,0 g/| NaNOs,

O meio foi autoclavado a 121°C
por 15 min. Um in6culo contendo cerca
de 10° esporos foi incubado em
erlenmayers de 250 ml contendo 50 ml
de meio de cultura, incubados em
shaker orbital a 30C a 150 RPM por 48
hs.

O wvador iniciad de pH foi
gustado em 6.0, com &cido cloridrico
ou hidréxido de sodio em concentragOes
adequadas. As amostras foram filtradas
em papel Whatman N°1, identificadas e
congeladas em frascos de vidro a-10°C.

2.3 Atividade de xilanase

Para todas as fermentacOes, foi
redizada a andise enzimatica de
xilanase, descrita por GOMES et a
(1992), com modificagbes. Foi
determinada a producdo de aclUcares
redutores no tempo de 10 minutos a
partir de uma misturade 0,5ml de xilana
bird-wood (Fluka) e 0,5 ml de solucéo
enzimatica diluidaa60°C.

Uma unidade internacional de
atividade enziméatica é definida como a
quantidade de enzimas necessaria para
liberar 1 umol de xilose por munito. A
xilose equivalente (agUcar redutor)
gerada durante a andlise foi estimada
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ussndo o méodo do &cido 3,5-

dinitrosalicilico, utilizando a xilose
como padréo (Miller, 1959), efetuando-
se leitura em espectrofotdmetro a A
540nm.

3. RESULTADOS E
DISCUSSAO

As linhagens T 393, T 831 e T
930 foram selecionadas, por
apresentarem em ensaios prévios em
placa de Petri a capacidade de crescer
em meio agarizado contendo xilana
como unica fonte de carbono.

Todos os fungos analisados
apresentaram  atividade  xilanalitica,
guando cultivados em meio liquido
(Figural).

1.20 O Nitrato de sédio

[ 0O Sulfato de amonio
1,00 A

O Nitrato de sédio +
Quifatn da amAnin

0,80 -
0,60 -
0,40

0,20

Atividade Enzimatica ( U/ml)

0,00 T
T 393 T 881 T 930

Figura 1. Atividade de xilanase das
cepas de Trichoderma com diferentes
fontes de nitrogénio.

As cédulas necessitam de
suplemento de nitrogénio, que pode ser
ions de ambnia, nitrato ou nitrito, ou
nitrogénio organico produzido por
outras células. A incorporacdo do
nitrogénio inorganico nas moléculas
organicas se faz necessaria devido a
sintese de aminoacidos, que contém
pelo menos um aomo de nitrogénio. Os
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aminoacidos podem se combinar para
formar proteinas ou podem ser
utilizados na sintese de acido nucléico.
(Atlas, 1997).

Qinnghe et al (2004) compararam
a aividade xilanolitica de fontes de
nitrogénio organicas e inorganicas, onde
as fontes organicas apresentaram
atividade maior que as fontes
inorganicas. Verificou-se que ndo houve
um padréo apontando que uma fonte de
nitrogénio  apresentou  uma maior
atividade xilanolitica nas cepas
analisadas (Figura 1). A cepa T 393
apresentou uma atividade enzimética
bem maior contendo sulfato de aménio
do que com o nitrato de sodio e a
combinacdo dos dois. O que ja ndo
ocorre com as outras duas outras cepas,
T 881 e T 930, que apresentaram um
melhor  resultado de  atividade
enzimatica no meio de cultivo contendo
nitrato de sodio. Diferentemente de
Qinnghe et al (2004) que relataram que
nd houve diferenca significativa na
producdo de atividade xilanolitica em
Pleurotus ostreatus SyJ042 tendo como
fonte de nitrogénio o nitrato de sodio e
0 sulfato de amoénio. Assim, devido o
sulfato de amonio ter apresentado uma
maior atividade enzimética xilanolitica,
esta fonte de nitrogénio foi selecionada
para a composi¢ao do meio de cultivo.

Apesar do pH ndo ser ter sido um
fator a ser controlado durante o processo
fermentativo, observou-se que houve
acidificacdo do meio pelas trés cepas
andlisadas nos meios de cultura
adicionados de (NH4).SO, e
(NH4)2SO4 + NaNO;. Em meio
contendo somente NaNO;, o pH
manteve-se em torno do valor de pH
inicial (Figura 2).
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O Nitrato de sédio

8,00 ~
7,00 A
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2,00 A
1,00 -
0,00 T T )

T 393 T 881 T 930

O Sulfato de aménio

O Nitrato de sédio +
Sulfato de aménio

pH

Figura 2. pH do meio fermentado pelas
cepas de Trichoderma com diferentes
fontes de nitrogénio.

Segundo Seyis e Aksoz (2005), a
xilana como Unica fonte de carbono
atinge a producdo enzimética maxima
apés um longo periodo, cerca de 10
dias. Quando adicionado 0,2% de
glicose a0 mesmo meio de cultivo
contendo xilana, a mesma producédo
enzimética foi atingida num periodo de
7 dias.

O estudo realizado apresentou nas
cepas utilizadas uma  atividade
xilanolitica bem maior com a presenca
de sacarose do que na auséncia. As trés
cepas andisadas apresentaram  um
aumento expressivo da atividade
xilanolitica. Na cepa T 393, a atividade
enzimética variou de 1,09 para 2,59
U/ml, enquanto que a cepa T 881
apresentou variacdo de 0,65 para 1,17
U/ml. Ou sga, estas duas cepas
apresentaram um aumento de cerca de
200% na dividade enzimatica
Enquanto que na terceira cepa T 930,
este incremento atingiu valores bem
maiores, aumentando mais que 600% na
atividade enzimética da xilanase (Figura
3), onde variou de 0,29 a 1,82 U/ml.
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Atividade Enziméatica (U/ml)

Figura 3 — Atividade de xilanase das
cepas de Trichoderma com sulfato de
amonia(NH,4),SO, sem e com adicéo de
sacarose.

Este aumento na atividade
enzimética se deve pelo fato da segunda
fonte de carbono ser facilmente
hidrolizado e utilizado pelo
microrganismo para 0 crescimento ou
producdo de biomasssa para sintetizar a
enzima rapidamente (Seyis e Aksoz,
2005).

Apesar da adicdo de sacarose ser
um incremento no custo do meio de
cultura para a obtencéo de xilanase, o
aumento consideravel da produtividade
faz com que este fator sga
extremamente relevante. Outro fator que
pode ser analisado € o fato de que dentre
as cepas fermentadas que obtiveram

uma aividade enzimédica maior
apresentaram uma menor biomassa
(Figura3 e4).

Assim podemos concluir que com
a adicdo de sulfato de aménio houve
uma maior conversdo de substrato em
enzimas do que em biomassa,
aumentando a produtividade de
xilanases por parte desta cepa de
Trichoderma.
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10,00 A
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Figura 4— Biomassa produzida nas
cepas de Trichoderma com sulfato de
amonia(NH4),SO, sem e com adicdo de
sacarose.

4. CONCLUSAO

A composicdo do meio de cultura
gue apresentaram melhores resultados
na producao de xilanases foi a contendo
(NH4)2SO, e sacarose, apresentando um
incremento de cerca de 600% na
atividade enzimdtica da xilanase,
atingindo um resultado de 2,59 U/ml.
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