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RESUMO 

Na área industrial existem diversos mecanismos (físicos, químicos, enzimáticos, fermentativos) para degradar 

biomassa e, assim, obter uma ampla variedade de bioprodutos como biocombustíveis, biopigmentos, 

carotenoides, etc. Entre os componentes dos resíduos naturais de biomassa, a celulose é o mais abundante 

podendo degradar os resíduos até glicose e gerar produtos de interesse. Desta forma, as celulases têm uma 

ampla utilização na indústria de alimentos, detergentes, têxteis, biocombustíveis, assim como na área 

farmacêutica. Na atualidade, são utilizadas cepas de alguns fungos para produzir as enzimas celulases em 

escala industrial, como exemplo de Aspergillus niger e Trichoderma reesei. Estas enzimas, mesmo tendo um 

substrato em comum, podem variar sua atividade dependendo da temperatura, pH, especificidade e 

concentração. Portanto, identificar novos microrganismos com elevado potencial para a obtenção de celulases 

é de grande importância na estratégia de melhorar a economia do processo e a especificidade para a obtenção 

do bioproduto. Levando em consideração a diversidade de microrganismos e a possibilidade de obter uma 

nova fonte para produção da enzima, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade de enzimas celulolíticas 

do fungo de ambiente marinho Trichoderma lixii -5A7, caracterizá-las quanto à produção e identificação da 

sequência codificadora. Para tanto, foi selecionado o meio D que apresentou uma maior produção enzimática 

na temperatura de 20°C, contendo em sua composição carboximetilcelulose (CMC;20 g/L) como indutor. Na 

cinética de produção, na temperatura selecionada, obteve-se no 15º dia de produção o maior pico de atividade 

enzimática específica para β-glicosidase, endoglucanase, FPAse e exoglucanase (respetivamente 71,84; 

65,87; 49,12 e 68,23 UI/mg). Posteriormente, para otimizar a produção das enzimas celulolíticas do fungo 

Trichoderma lixii – 5A7 foi realizado o planejamento experimental fatorial para o melhor meio de cultura 

utilizando o delineamento do composto central rotacional (DCCR) e coletando amostras nos dias 13; 14; 15 e 

16. A maior produção da enzima β-glicosidase foi no ensaio 23 com 85,91 UI/mg de atividade específica e no 

ensaio 9 obteve-se uma atividade específica de 125,99; 60,94; 83,60 UI/mg para as enzimas endoglucanase, 

FPAse e exoglucanase respectivamente, sendo os resultados de ambos experimentos com a maior produção 

no dia 15, os ensaios mencionados foram obtidos da matriz proposta pelo software utilizado para o DCCR. A 

fermentação em escala de biorreator (3 L) realizada posteriormente demonstrou um pequeno aumento da 

atividade enzimática apenas para a β-glicosidase no ensaio 23 e no ensaio 9 para a FPAse, enquanto as 

demais enzimas mostraram uma atividade similar à obtida na escala de bancada, mas, no entanto, o pico de 

maior produção foi obtido no quarto e quinto dia respectivamente. Para clonagem da sequência codificadora, 

foi extraído o RNA total do fungo para cada ensaio (9 e 23), o qual foi utilizado para a síntese do cDNA com a 

finalidade de amplificar fragmentos das enzimas celulolíticas, utilizando a técnica de Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR). Em seguida, foi realizado sequenciamento do produto gerado, clonagem e expressão em 

Escherichia coli para então avaliar a produção e atividade celulolítica. Desta forma, no presente trabalho, 

determinou-se que a produção das enzimas celulolíticas em T.lixii -5A7 pode ser otimizada reduzindo a 

temperatura e variando as concentrações dos componentes do meio selecionado representando uma melhora 

na atividade enzimática especifica entre 80 a 126 UI/mg, tornando esse fungo viável para a produção dessas 

enzimas. Além disso, foi possível determinar pela primeira vez a sequência codificadora da β-glicosidase desse 

fungo e caracterizá-la funcionalmente em bactéria. 

Palavras-chave: atividade enzimática, biorreator, Botrylloides giganteus, celulases, fungos marinhos, 

Trichoderma lixii, planejamento fatorial. 
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ABSTRACT 

In the industrial area there are several mechanisms (physical, chemical, enzymatic, fermentative) to degrade 
biomass and thus obtain a wide variety of bioproducts such as biofuels, biopigments, carotenoids, etc. Among 
the components of natural biomass residues, cellulose is the most abundant and can degrade the residues to 
glucose and generate products of interest. Thus, cellulases are widely use in the food, detergent, textile, biofuel, 
and pharmaceutical industries. Nowadays, strains of some fungi are used to produce cellulase enzymes on an 
industrial scale, such as Aspergillus niger and Trichoderma reesei. These enzymes, even having a substrate in 
common, can vary their activity depending on temperature, pH, specificity, and concentration. Therefore, 
identifying new microorganisms with high potential for obtaining cellulases is of great importance in the strategy 
to improve the economy of the process and the specificity for obtaining the bioproduct. Taking into account the 
diversity of microorganisms and the possibility of obtaining a new source for enzyme production, the present 
work aimed to evaluate the activity of cellulolytic enzymes from the marine fungus Trichoderma lixii -5A7, 
characterize them in terms of production and identification of the coding sequence. For this purpose, the 
medium D was selected, which showed the highest enzyme production at a temperature of 20°C, containing 
carboxymethyl cellulose (CMC;20 g/L) in its composition as an inducer. In the production kinetics, at the 
selected temperature, the 15th day of production was obtained as the highest peak of specific enzymatic activity 
for β-glucosidase, endoglucanase, FPAse and exoglucanase (71.84; 65.87; 49.12 and 68.23 UI/mg, 
respectively). Subsequently, to optimize the production of cellulolytic enzymes from the fungus Trichoderma lixii 
- 5A7, a factorial experimental design was carried out for the best culture medium using the rotational central 
compound design (DCCR) and collecting samples on days 13; 14; 15 and 16. The highest production of the 
enzyme β-glycosidase in assay 23 obtained 85.91 IU/mg of specific enzymatic activity and in assay 9 a specific 
activity of 125.99; 60.94; 83.60 IU/mg was obtained for the enzymes endoglucanase, FPAse and exoglucanase 
respectively, with the results of both experiments with the highest production on day 15, the mentioned assays 
were obtained from the matrix proposed by the software used for the DCCR. The fermentation in bioreactor 
scale (3 L) carried out after, showed a small increase in enzymatic activity only for β-glucosidase in assay 23 
and in assay 9 for FPAse, while the other enzymes showed a activity similar to that obtained on the scale 
bench, but however, the highest production peak was obtained on the fourth and fifth days, respectively. For 
cloning of the coding sequence, total RNA was extracted from the fungus for each assay (9 and 23), which was 
used for cDNA synthesis to amplify fragments of the cellulolytic enzymes using the Polymerase Chain Reaction 
(PCR) technique. Then, sequencing of the generated product, cloning and expression in Escherichia coli were 
performed to then evaluate the production and cellulolytic activity. Thus, in the present work, it was determined 
that the production of cellulolytic enzymes in T.lixii -5A7 can be optimized by reducing the temperature and 
varying the concentrations of the selected medium components, representing an improvement in the specific 
enzymatic activity between 80 and 126 UI/mg, making this fungus viable for the production of these enzymes. In 
addition to, it was possible to determine for the first time the sequence encoding the β-glucosidase from this 
fungus and to characterize it functionally in bacteria. 

Keywords: enzyme activity, bioreactor, Botrylloides giganteus, cellulases, marine fungi, Trichoderma lixii, 
factorial design. 
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1. INTRODUÇÃO  

Anualmente, são geradas toneladas de resíduos provenientes das atividades 

agroindustriais. Esses resíduos são ricos em matéria orgânica e seu acúmulo pode 

causar sérios prejuízos ao meio ambiente. Por esse motivo, uma série de estudos e 

novas técnicas vem sendo desenvolvidos com a finalidade de diminuir a 

acumulação desses resíduos e poder dar-lhes uma disposição adequada (PATEL; 

SHUKLA, 2017). 

Um dos principais componentes dos resíduos naturais é a celulose e outros 

tipos de polissacarídeos, como a pectina e hemicelulose. A celulose é o principal 

constituinte polissacarídeo da parede celular dos tecidos vegetais e é considerado 

um dos recursos biológicos renováveis mais abundantes na biosfera (ZHANG; 

LYND, 2004). Uma fibra de celulose contém de 5000 – 10000 unidades de glicose, 

sendo que a sua unidade de repetição consiste em duas unidades de glicose anidra, 

denominada celobiose (MOHAN, et al., 2006). 

Existem vários tratamentos utilizados para degradar os resíduos naturais, 

como os tratamentos biológicos, no qual são utilizados diversos microrganismos 

como fungos e bactérias. Esta alternativa biológica é geralmente de baixo custo o 

que facilita seu acesso e aplicação (MEGHARAJ et al., 2011).  

Os microrganismos envolvidos sintetizam enzimas geralmente com atividade 

hidrolítica dos compostos presentes nos resíduos. Para a síntese  dessas enzimas, 

são necessárias fontes de carbono e nitrogênio que podem ser advindos dos 

resíduos e induzem a expressão dos genes codificadores de diferentes enzimas 

(FINDLAYS et al., 2002), inclusive levando à produção de enzimas com atividade 

sobre diferentes compostos e com complexidade estrutural (GUPTA et al., 2002; 

ZHANG; LYND, 2004). A biodegradação da celulose pode ocorrer pela atividade de 

enzimas celulolíticas, produzidas por microrganismos, que são importantes em 

diversos processos de tratamento de resíduos agrícolas, contribuindo para melhorar 

as condições do solo; além disso, a hidrólise enzimática de resíduos contendo 

grande quantidade de celulose pode ser usada para gerar produtos sustentáveis 

baseados em bioenergia para substituir o uso de combustíveis fósseis (MUNIR; 

LEVIN, 2016). 
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As celulases, responsáveis pela hidrólise enzimática da celulose, são um 

complexo enzimático composto por:  

a) endo-1,4-β-D-glucanases (EC 3.2.1.4) que hidrolisam a cadeia celulósica 

internamente de maneira aleatória;  

b) exo-1,4-β-D-glucanases (glucano-hidrolase EC 3.2.1.74 e celobio-hidrolase EC 

3.2.1.91) que hidrolisam a cadeia celulósica a partir de suas extremidades liberando 

celobioses;  

c) 1,4-β-D-glicosidases (EC 3.2.1.21) que promovem a hidrólise da celobiose em 

glicose e podem também clivar unidades glicosídicas a partir de 

celuloligossacarídeos. 

As celulases possuem outras aplicações além da degradação de resíduos 

industriais, sendo aplicadas nas indústrias têxtil, para remoção de fios de celulose; 

de alimentos, usadas na extração e clareamento de sucos de frutos e de vegetais; 

de detergentes, para favorecer a remoção de manchas profundas nas roupas; de 

alimentação animal, para realizar a hidrólise parcial da celulose e da hemicelulose à 

fim de favorecer uma rápida absorção, como aditivo no preparo de enzimas 

digestivas, dentre outras aplicações (JUTURU; WU, 2014).  

Apesar das vantagens que a rota enzimática apresenta tais como o menor 

gasto energético e a não formação de subprodutos tóxicos, o alto custo da produção 

de enzimas é um obstáculo para a sua implementação em escala industrial, 

podendo corresponder a 40% do custo total do processo (SALOMÃO et al., 2019). 

As celulases são produzidas principalmente pelos gêneros Trichoderma, 

Penicillium e Aspergillus (AGUIAR; LUCENA, 2011;DASHTBAN et al., 2009). 

Embora esses fungos filamentosos sejam as maiores fontes de celulases e as 

cepas mutantes de Trichoderma incluindo T. reesei, T. viride e T. longibrachium 

sejam os melhores produtores conhecidos de celulases, é também de conhecimento 

da literatura que estas espécies de Trichoderma têm um baixo nível de atividade da 

enzima β-glicosidase (SINGHANIA et al., 2010). A deficiência na expressão dessa 

enzima restringe a conversão de celobiose em glicose, proporcionando inibição da 

atividade das celulases pelo acúmulo de celobiose. Portanto, para sua efetiva 

aplicação a adição de β-glicosidase se faz necessária, encarecendo o processo de 
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hidrólise e além disso, a produção em grande escala dessas enzimas necessita de 

microrganismos que sejam capazes de produzir um complexo enzimático com altos 

teores, extracelular e completo com os três tipos de atividade celulolítica (MORAIS 

et al., 2021). 

 

Dada a importância de se obter enzimas celulolíticas mais estáveis, altamente 

ativas e específicas para serem utilizadas nas diferentes áreas industriais, assim 

como, na produção de bioetanol, a procura por novos microrganismos com maior 

potencial e especificidade na produção destas enzimas seria uma alternativa para 

reduzir os gastos na produção e obter novas fontes com alta tolerância a condições 

extremas como pode ser considerado no caso dos fungos de ambiente marinhos. 
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7. CONCLUSÕES 
 

➢ A análise das atividades enzimáticas no meio D deste estudo mostrou que a 

CMC é um substrato ideal para as enzimas celulolíticas produzidas por T. 

lixii, com resultados superiores aos demais meios de cultivo realizados. 

➢ A produção das enzimas endoglucanases pelo fungo marinho T. lixii - 5A7 

mostraram um melhor comportamento que as demais enzimas na 

temperatura de 30°C. 

➢ As enzimas celulolíticas mostraram uma atividade enzimática específica 

superior na temperatura de 20°C, porém necessitaram mais dias de cultivo. 

➢ A análise da cinética enzimática no meio de cultivo D deste estudo mostrou 

que o pico de maior produção para todas as celulases foi no dia 15, no qual 

foram obtidos 71,84; 65,87; 49,12 e 68,23 UI/mg de atividade enzimática 

específica para β-glicosidase, endoglucanase, FPAse e exoglucanase 

respectivamente.  

➢ No Planejamento Fatorial Experimental a produção das enzimas BG pelo 

fungo marinho T. lixii - 5A7 obteve a maior produção no ensaio 23 com 85, 91 

UI/mg para o dia 15.  

➢ As enzimas endoglucanase, FPAse e exoglucanase mostraram uma 

atividade enzimática específica superior ao ponto central do DCCR no ensaio 

9 na temperatura de 20°C do dia 15 obtendo 125, 99 UI/mg; 60,94 UI/mg e 

83,60 UI/mg respectivamente. 

➢ Com a diminuição de 50% a concentração do composto YNB do meio D, foi 

obtido um pequeno aumento na atividade específica das celulases na 

condição 1 produzidas pelo fungo T. lixii-5A7 para ambos ensaios (9 e 23) no 

dia 15 na temperatura de 20°C, comparado ao ponto central. 

➢ A dosagem da atividade específica das celulases em escala de biorreator, 

demostrou que o fungo de ambiente marinho T. lixii-5A7 teve a capacidade 

de produzir um pico de maior produção no tempo de 120 horas e 96 horas 

para os ensaios 9/condição 1 e 23/condição 1, respectivamente. 
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➢ Na extração do RNA total foi observado uma qualidade adequada para 

realizar a síntese do cDNA e posteriores experimentos. 

➢ Na amplificação dos fragmentos codificadores das enzimas celulolíticas, 

foram obtidas bandas com os tamanhos esperados para o grupo das BG, 

EnG e ExG, sendo que apenas a sequência codificadora de BG apresentou 

alta identidade (80-93%) com as sequencias de β-glucosidases de outros 

microrganismos, já depositadas no banco de dados. 

➢ A BG1 recombinante foi expressa na E.coli BL21 GroEL-GroES obtendo o 

tamanho esperado de aproximadamente 52 kDa. 

➢ Observando os dados obtidos na atividade da BG1, pode-se inferir que estes 

resultados são promissores, tendo em vista o baixo número de estudos 

envolvendo expressão heteróloga de β-glicosidase de fungo de ambiente 

marinho em E.coli, assim como o valor de atividade enzimática específica 

encontrado para a enzima recombinante BG1 de 42,36 UI/mg. 
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