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RESUMO

A crescente busca por processos sustentaveis tem ampliado o interesse pela produgdo de
enzimas microbianas com potencial de aplicagdo industrial e ambiental. Neste trabalho,
avaliou-se a producdo das enzimas amilase e celulase pelo fungo Trichoderma
koningiopsis em biorreator do tipo Airlift. O extrato flingico foi obtido por fermentacao
submersa em meio de cultura definido, com coletas realizadas ap6s 24 e 48 horas de
fermentagdo. Os resultados demonstraram elevada producao enzimatica, especialmente
nas primeiras 24 horas, o que destaca o potencial biotecnologico do fungo. A maior
atividade observada foi a da enzima amilase, enquanto a celulase apresentou
estabilidade ao longo do processo fermentativo. O uso do biorreator Airlift mostrou-se
eficiente para a producdo enzimatica devido a adequada transferéncia de oxigénio, ao
menor estresse mecanico sobre o micélio fingico e a possibilidade de escalonamento
industrial. Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam o potencial de Trichoderma
koningiopsis para aplicagdes em bioprocessos sustentaveis, na biodegradacdo de

biomassa vegetal e desenvolvimento de bioprodutos associados a economia circular.

Palavras-chave: Trichoderma koningiopsis; amilase; celulase; fermentacdo submersa;

biorreator Airlift.



ABSTRACT

The growing demand for sustainable processes has increased interest in the production
of microbial enzymes with potential industrial and environmental applications. This
study evaluated the production of amylase and cellulase enzymes by the fungus
Trichoderma koningiopsis in an Airlift bioreactor. The fungal extract was obtained via
submerged fermentation in a defined culture medium, with samples collected at 24 and
48 hours. The results demonstrated high enzymatic production, especially during the
first 24 hours, highlighting the biotechnological potential of the fungus. The highest
activity was observed for amylase, whereas cellulase remained stable throughout the
fermentation process. The Airlift bioreactor proved efficient for enzyme production due
to its adequate oxygen transfer, lower mechanical stress on fungal mycelium, and its
potential for industrial-scale up. Therefore, the obtained results demonstrate the
potential of Trichoderma koningiopsis for applications in sustainable bioprocesses, plant
biomass biodegradation, and the development of bioproducts associated with the

circular economy.

Keywords: Trichoderma koningiopsis; amylase; cellulase; submerged fermentation;

Airlift bioreactor.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por processos sustentaveis e tecnologias
ambientalmente adequadas tem impulsionado o desenvolvimento de alternativas
biotecnoldgicas capazes de substituir processos quimicos convencionais. Nesse
contexto, a produgdo de enzimas microbianas tem recebido destaque devido ao elevado
potencial de aplicagdo em diferentes setores industriais, ambientais, farmacéuticos e
agricolas. As enzimas apresentam elevada especificidade catalitica, atuam em condigdes
moderadas de temperatura e pH e contribuem significativamente para a reducdo dos
impactos ambientais associados aos processos industriais tradicionais (Zhu et al., 2022;
Vidiarta et al., 2024).

O mercado global de enzimas industriais vem apresentando crescimento
expressivo nas ultimas décadas. Relatorios de mercado indicam que o setor de enzimas
especificas foi avaliado em aproximadamente 5,6 bilhdes de dolares em 2023, com
projecdes de atingir cerca de 10,7 bilhdes de dodlares até 2032, o que representa uma
taxa de crescimento anual composta de aproximadamente 7,5% (Bhattacharya et al.,
2024). Esse crescimento esta diretamente relacionado a busca por processos mais
eficientes, sustentaveis e alinhados aos principios da economia circular.

Os microrganismos sdo as principais fontes de produ¢do enzimatica industrial e
correspondem a maior parcela do mercado mundial de enzimas. Entre esses organismos,
os fungos filamentosos destacam-se pela elevada capacidade de secrecao extracelular de
enzimas, o que permite a degradagao de compostos organicos complexos e a produgdo
de metabolitos de interesse biotecnoldgico (Wosten, 2019). Além disso, os fungos
apresentam elevada versatilidade metabdlica, podendo ser cultivados em diferentes
substratos e condi¢des fermentativas.

As enzimas produzidas por fungos desempenham um papel importante em
processos de biodegradagdo, biorremediagdo e reaproveitamento de residuos organicos.
Diversos estudos demonstram que enzimas fingicas podem contribuir para a reducao da
emissdo de gases de efeito estufa, para a conservacdo dos recursos naturais € para o
desenvolvimento de processos industriais mais sustentaveis (Bibi et al., 2023; Okeke et
al., 2024). Entre as principais enzimas produzidas por fungos destacam-se amilases,
celulases, proteases, lipases, peroxidases e lacases, todas amplamente utilizadas em

setores industriais € ambientais.



O género Trichoderma compreende fungos filamentosos pertencentes ao grupo
dos ascomicetos, amplamente distribuidos no solo e frequentemente associados a
matéria organica em decomposicdo. Espécies desse género sdo reconhecidas pelo
potencial biotecnologico, principalmente pela producdo de enzimas hidroliticas,
metabolitos secundarios € compostos com acdo antimicrobiana (Schuster e Schmoll,
2010). Além disso, fungos do género Trichoderma s3ao amplamente utilizados em
programas de controle bioldgico de fitopatdgenos e na promogao do crescimento vegetal
(Poveda, 2021).

Entre as espécies de interesse biotecnoldgico, Trichoderma koningiopsis vem
sendo investigado devido a elevada capacidade de secre¢do enzimatica e adaptagdo a
diferentes condi¢Oes ambientais. Estudos recentes demonstram o potencial dessa espécie
na producdo de metabolitos de interesse agricola e ambiental, incluindo compostos
relacionados ao controle biologico, a degradacdo de residuos organicos e producgdo de
enzimas extracelulares (Guzméan-Guzman et al., 2023; Kiipper et al., 2023; Bleckwedel
et al., 2024).

A produgdo industrial de enzimas ocorre principalmente por meio de processos
fermentativos. Entre esses processos, a fermentacao submersa destaca-se pela facilidade
de controle operacional, pela elevada produtividade e pela possibilidade de
escalonamento industrial. Nesse sistema, os microrganismos desenvolvem-se em meio
liquido que contém nutrientes necessarios ao crescimento celular e a producdo de
metabolitos de interesse (Ezeilo et al., 2019).

O desempenho da fermentagdao esta diretamente relacionado as condi¢oes
operacionais do sistema, incluindo temperatura, pH, disponibilidade de oxigénio,
composi¢ao do meio de cultura e tipo de biorreator utilizado. Dessa forma, a escolha
adequada do sistema fermentativo ¢ fundamental para maximizar a producao enzimatica
e garantir a viabilidade econdmica do processo (Rahimi et al., 2018).

Os biorreatores sdao equipamentos essenciais em processos biotecnologicos,
permitindo o controle adequado das condigdes fermentativas e maior eficiéncia
produtiva. Entre os diferentes tipos de biorreatores utilizados industrialmente, os
sistemas do tipo tanque agitado (STR) sdo os mais comuns. Entretanto, biorreatores
pneumaticos, especialmente
os do tipo Airlift (ALR), vém recebendo atengdo crescente devido as vantagens
operacionais associadas a transferéncia de massa e de oxigénio (Chisti, 2000).

Os biorreatores Airlift apresentam configuracao estrutural relativamente simples

e operam por circulagdo pneumatica, sem necessidade de agitadores mecanicos. Nesse



sistema, a diferenca de densidade entre as regides de subida e de descida promove a
circulacdo continua do meio, favorecendo a transferéncia eficiente de oxigénio e a
homogeneizagdo do cultivo (Cozma e Gavrilescu, 2012). Entre as principais vantagens
desse tipo de biorreator, destacam-se o baixo consumo de energia, o reduzido custo de
manuten¢do, 0 menor estresse mecanico sobre os microrganismos € a elevada eficiéncia
na transferéncia de massa e de calor (Behin, 2012).

Essas caracteristicas tornam os biorreatores Airlift particularmente adequados
para cultivos fingicos, especialmente pela redugdo do cisalhamento celular e pelo
favorecimento do crescimento micelial. Além disso, estudos demonstram que sistemas
Airlift apresentam elevada eficiéncia em processos fermentativos que envolvem a
producdo de enzimas extracelulares por fungos filamentosos (Sikula et al., 2007; Simcik
et al., 2011; Tamhankar et al., 2025).

Outro aspecto relevante associado a produgdo de enzimas microbianas refere-se
a aplicacao desses processos em estratégias de economia circular. A utilizagdao de fungos
para a producdo de enzimas e biocompostos sustentaveis pode contribuir
significativamente para o reaproveitamento de residuos agroindustriais, o tratamento de
efluentes e o desenvolvimento de bioprodutos ambientalmente adequados
(Orejuela-Escobar et al., 2021; Camargo et al., 2023).

As enzimas produzidas por fungos também apresentam grande potencial em
processos de biorremediacdo ambiental, especialmente na degradagdo de poluentes
organicos, pesticidas, hidrocarbonetos e compostos lignocelulésicos. Enzimas
oxidativas, como peroxidases e lacases, desempenham um papel importante na
degradacdo de compostos recalcitrantes no ambiente (Mokrani et al., 2024).

Além disso, fungos submetidos a estresse oxidativo podem aumentar
significativamente a produ¢do de enzimas antioxidantes, como catalase, superoxido
dismutase e ascorbato peroxidase. Essas enzimas desempenham um papel essencial na
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e na prote¢ao celular contra condigdes
adversas do meio (Kumar e Dwivedi, 2019; Boamah et al., 2021).

Dessa forma, considerando o potencial biotecnologico de Trichoderma
koningiopsis, as vantagens operacionais dos biorreatores do tipo Airlift e a crescente
demanda por processos sustentaveis, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
producao de enzimas extracelulares por Trichoderma koningiopsis em biorreator do tipo
Airlift, visando futuras aplicagdes em bioprocessos industriais, biorremediacdo e

desenvolvimento de bioprodutos sustentaveis.



Os resultados obtidos neste estudo resultaram em um artigo cientifico publicado
na Revista Brasileira de Ciéncias Ambientais (RBCIAMB), intitulado “Enzyme
production by Trichoderma koningiopsis in an airlift bioreactor: potential for
sustainable and circular bioproducts”, evidenciando o potencial biotecnologico do

fungo Trichoderma koningiopsis para aplicagdes em bioprocessos sustentaveis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi o fungo filamentoso Trichoderma
koningiopsis, isolado da planta daninha Digitaria horizontalis. O fungo foi mantido no
banco de microrganismos do Laboratorio de Agroecologia da Universidade Federal da

Fronteira Sul (UFFS), no campus de Erechim, no Rio Grande do Sul, Brasil.

Figura 1: Fungo Trichoderma koningiopsis

tora (2026).

Fonté: Aau

O cultivo do fungo foi realizado em meio Potato Dextrose Agar (PDA),
composto por infusdo de batata (4,0 g/L), glicose D(+) (20,0 g/L) e agar-agar (15,0 g/L)
(Merck, Alemanha). As placas foram incubadas por 7 dias a 28 °C, conforme

metodologia previamente otimizada por Camargo et al. (2020).
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2.2 Processo de fermentacdo em biorreator Airlift

O processo fermentativo foi conduzido em biorreator do tipo Airlift modelo
Bio-Tec-Pro-1I (Tecnal, Brasil), com volume util de 3,0 L. A fermentagdo foi realizada
com um volume de trabalho final de 2,5 L.

O meio de cultura utilizado foi composto por:

e 20 g/L de glicose anidra;
e 5 g/L de extrato de levedura;
e 2.5 ¢g/L de peptona bacteriologica;
e 150 mL de agente antiespumante.
O agente antiespumante foi adicionado manualmente durante o processo

fermentativo, conforme necessidade operacional.

Figura 2: Biorreator de bancada Airlift modelo BioTec-Pro-II.

Fonte: A autora (2026).

As condigdes de fermentagdo foram estabelecidas da seguinte forma:
e Temperatura: 28 °C;
e Oxigénio dissolvido: 75%;
e Vazio de ar: 8 L/min;

e pH ndo controlado.



O biorreator foi previamente esterilizado em autoclave a 120 °C por 30 minutos
sob pressao de 1 atm.

Apos a esterilizagdo, inoculou-se uma suspensao contendo 10° esporos/mL de
Trichoderma koningiopsis. A contagem dos esporos foi realizada com um contador
automatico de células (Pixcel, Loccus). O pH inicial do meio foi ajustado para 6,5.

O processo fermentativo teve duracdo total de 48 horas, com coletas as 24 e 48

horas para posterior analise enzimatica.

2.3 Obtencao do extrato enzimatico

Ao final do processo fermentativo, o material obtido foi filtrado manualmente
por meio de um filtro sintético de nylon para remover as estruturas fungicas de maior
tamanho.

O material so6lido retido foi esterilizado e descartado, enquanto o permeado
liquido foi submetido a centrifugagao em centrifuga NT 815 (Nova Técnica, Brasil),
operando a
20.000 rpm, a 4 °C, por 30 minutos.

O sobrenadante obtido apds a centrifugacao foi utilizado para determinar as

atividades enzimaticas.

2.4 Determinagao das atividades enzimaticas

As andlises enzimaticas foram realizadas em triplicata, avaliando-se

exclusivamente as atividades das enzimas amilase e celulase.

2.4.1 Atividade de amilase

A atividade da enzima amilase foi determinada utilizando tampao acetato (100
mM, pH 5,0) contendo amido como substrato. A reagdo foi conduzida a 38°C durante
10 minutos. Posteriormente, realizou-se a quantificacdo dos agucares redutores totais
pelo método DNS descrito por Miller (1959), com leitura espectrofotométrica a 540 nm.

Os resultados foram expressos em unidades enzimaticas por mililitro (U/mL).

2.4.2 Atividade de celulase

A atividade de celulase foi determinada utilizando tampao acetato (0,2 mM, pH



5,5) como meio reacional, incubado a 50°C. Apos a reacao, os agucares redutores totais
foram quantificados e os resultados foram expressos em unidades enzimdticas por

mililitro (U/mL)

2.5 Determinagao de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

A atividade especifica das enzimas foi expressa em U/mg de proteina.

2.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por meio do

teste t de Student, com 95% de confianga, no software Statistica 10.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o fungo Trichoderma koningiopsis
apresentou capacidade significativa de produzir as enzimas amilase e celulase durante a
fermentacdo submersa em biorreator do tipo Airlift. A atividade enzimatica foi avaliada
apos 24 e 48 horas de fermentagdo, permitindo observar o comportamento metabolico
do fungo ao longo do processo.

A producdo de enzimas extracelulares por fungos filamentosos esta diretamente
relacionada as condigdes de cultivo, a composicao do meio de cultura e disponibilidade
de nutrientes. Além disso, fatores como a transferéncia de oxigénio, a temperatura e o
tipo de biorreator influenciam significativamente o rendimento fermentativo (Chisti,
2000; Rahimi et al., 2018).

Os resultados de atividade enzimatica obtidos neste estudo sdo apresentados na

Tabela 1.



Tabela 1 — Atividade enzimatica e atividade especifica das enzimas produzidas por

Trichoderma koningiopsis em biorreator Airlift

Enzima Tempo de Atividade (U/mL) | Atividade especifica
fermentacao (h) (U/mg proteina)
Amilase 24 29.98 +2.25° 210.31 +£2.254
48 10.72 + 0.44° 48,68 + 10,508
Celulase 24 12.02 + 0.68°¢ 95,26 + 18,41¢
48 11.45+0.12¢ 258,59 +241,14¢

Os resultados demonstraram maior produg¢do enzimatica nas primeiras 24 horas
de fermentacdo, especialmente da enzima amilase. Esse comportamento pode estar
relacionado a elevada disponibilidade inicial de nutrientes no meio de cultura, o que

favorece a produ¢do de enzimas hidroliticas pelo fungo.

3.1 Producao de amilase

A atividade da enzima amilase foi de 29,98 U/mL apos 24 horas de fermentagao
e de 10,72 U/mL apos 48 horas. Observou-se reducdo significativa da atividade
enzimatica ao longo do processo fermentativo, indicando que a maior produ¢do ocorreu
nas fases iniciais do crescimento fingico.

A amilase ¢ uma enzima responsavel pela hidrolise do amido em agucares
menores, sendo amplamente utilizada nas industrias alimenticias, téxteis, farmacéuticas
e de biocombustiveis. Fungos filamentosos sdo reconhecidos como importantes
produtores dessa enzima devido a elevada capacidade de secrecdo extracelular
(Almuhayawi et al., 2023).

Os resultados obtidos neste estudo foram superiores aos relatados por Camargo
et al. (2020), que observaram aproximadamente 2 U/mL de atividade amilolitica em
fermentagdo com a mesma espécie fungica, em biorreator do tipo tanque agitado (STR).
Esse resultado evidencia a eficiéncia do sistema Airlift na produg¢do enzimatica,
principalmente devido a melhor transferéncia de oxigénio € ao menor estresse mecanico
sobre o micélio fingico.

Resultados semelhantes foram observados por Ekedegba et al. (2022), que
relataram atividades amiloliticas variando de 5,04 a 7,92 U/mL em diferentes espécies
fingicas ap6s 24 horas de incubagdo. Almuhayawi et al. (2023) obtiveram atividade
maxima de 32,61 U/mL com Rhizopus stolonifer, valor proximo ao observado neste
estudo.

A elevada producdo de amilase nas primeiras 24 horas pode estar relacionada a




presenga de glicose e de outros nutrientes no meio de cultura, o que favorece o
metabolismo inicial do fungo. Além disso, a eficiente transferéncia de oxigénio
promovida pelo biorreator Airlift contribui para uma maior atividade metabdlica e para

a sintese enzimatica (Meneses et al., 2021).

3.2 Produgao de celulase

A atividade de celulase foi de 12,02 U/mL apds 24 horas e de 11,45 U/mL apos

48 horas de fermentacdo. Embora os valores tenham permanecido relativamente
proximos entre os dois periodos avaliados, observou-se maior atividade enzimatica nas
primeiras 24 horas.
As celulases sdo enzimas responsaveis pela degradagdo da celulose em agucares
menores, desempenhando papel fundamental em processos relacionados a
biodegradacdo de biomassa lignoceluldsica, a produgdao de biocombustiveis e ao
reaproveitamento de residuos agroindustriais (Schuster e Schmoll, 2010).

O género Trichoderma ¢ amplamente reconhecido como um importante produtor
de enzimas celuloliticas. Estudos demonstram que espécies desse género apresentam
elevada eficiéncia na degradacdo de materiais lignocelulosicos devido a produgdo de
complexos enzimaticos extracelulares (Rai et al., 2012).

Os resultados obtidos neste estudo foram superiores aos relatados por Peldez et
al. (2021), que observaram atividade de 1,52 U/mL em Trichoderma reesei. Camargo et
al. (2020) também relataram atividade de aproximadamente 2 U/mL com Trichoderma
koningiopsis em biorreator STR, reforgando a superioridade operacional do sistema
Airlift.

A manutencdo da atividade celulolitica ao longo do processo fermentativo
demonstra a estabilidade metabolica do fungo durante o cultivo. Além disso, o sistema
Airlift favorece condi¢des adequadas de aeracao e circulagao do meio, contribuindo para
o desenvolvimento micelial e a sintese de enzimas extracelulares (Sikula et al., 2007).

Outro aspecto relevante refere-se ao potencial biotecnoldgico das celulases
produzidas. Essas enzimas apresentam ampla aplicacdo em processos sustentaveis
relacionados a conversdo de biomassa vegetal, a producdo de bioetanol e
reaproveitamento de residuos organicos, contribuindo diretamente para estratégias de
economia circular (Orejuela-Escobar et al., 2021).

De forma geral, os resultados obtidos demonstram que Trichoderma
koningiopsis apresenta elevado potencial para produgdo de amilase e celulase em

fermentagdo submersa utilizando biorreator Airlift. A elevada atividade enzimatica



observada em curto periodo fermentativo representa uma vantagem importante para
aplicacdes industriais, reduzindo custos operacionais e aumentando a viabilidade

econdmica do processo.

4. CONCLUSAO

O fungo Trichoderma koningiopsis apresentou elevada capacidade de produgdo
de amilase e celulase durante a fermenta¢ao submersa em biorreator do tipo Airlift. Os
resultados demonstraram que as maiores atividades enzimaticas foram observadas nas
primeiras 24 horas de fermentacdo, indicando elevada eficiéncia metabolica do
microrganismo em curto periodo de cultivo.

A enzima amilase apresentou maior atividade enzimatica quando comparada a
celulase, evidenciando o potencial do fungo para aplicagdes relacionadas a degradacgao
de amido e producdo de compostos de interesse industrial. A celulase também
apresentou resultados expressivos, demonstrando potencial para aplicagdes voltadas a
degradacao de biomassa lignoceluldsica e processos biotecnologicos sustentaveis.

O uso do biorreator tipo Airlift mostrou-se eficiente para a producao enzimatica,
principalmente devido a adequada transferéncia de oxigénio, ao baixo estresse mecanico
e facilidade de escalonamento do processo fermentativo. Essas caracteristicas favorecem
o crescimento fungico e contribuem para um maior rendimento na produgao de enzimas
extracelulares.

Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnologico de
Trichoderma koningiopsis para produ¢do de enzimas de interesse industrial e ambiental,
contribuindo para o desenvolvimento de processos sustentaveis associados a

biotecnologia ¢ a economia circular.
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