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RESUMO

O interesse em novas alternativas para obtencio de energia renovavel e aproveitamento de residuos
lignocelulésicos € uma estratégia importante na busca de novas matrizes energéticas. As enzimas do
complexo celulolitico fazem a bioconversdao destes residuos em glicose. O presente trabalho visou
verificar a atividade celulolitica dos fungos filamentosos Trichoderma viride e Trichoderma sp. E-13,
por fermentacdo em meio sélido da serragem de eucalipto utilizando como indutor a carboxi metil
celulose (CMC). A quantificacdo da atividade enzimatica da celulase foi determinada pelo método
analitico da CMCase. Os resultados mostram que dentre os fungos estudados o Trichoderma sp. E-13
apresentou a maior atividade enzimdtica com maxima produtividade de 1,38 U. gff'l, no tempo de 288 h

de fermentagao.

Palavras-chave: celulose; bioconversao; matriz energética.
1 INTRODUCAO

A busca de novas matrizes energéticas renovaveis em substitui¢io aos combustiveis
fosseis tem sido importante, visto que, além de serem abundantes, como a celulose,
apresentam baixo impacto ambiental, sem afetar o balan¢o térmico ou composi¢do
atmosférica do planeta.

Os residuos lignoceluldsicos, tais como a serragem de madeira e as cascas dos graos
do café, constituem residuos de baixo custo, renovaveis, ambientalmente corretos e

potencialmente capazes de contribuirem como combustivel alternativo na geracdo de energia.
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A celulose é um polimero natural renovdvel, sendo o componente principal das
paredes celulares das plantas e constituindo cerca de um ter¢co da matéria organica vegetal.
Este material é constituido principalmente de lignina, celulose e hemicelulose.

As celulases sdo enzimas de grande interesse industrial, como por exemplo: no
processamento de papel e celulose, nos processos da industria téxtil; na melhoria da inddstria
de alimentos e na hidrélise de biomassa de celulose, visando a posterior conversao dos
acucares fermenteciveis em etanol, seja de forma simultanea ou seqiiencial (BHAT, 2000;
CASTRO et al., 2007).

A degradacdo enzimatica completa da celulose € realizada por um complexo
celulolitico que apresenta trés diferentes classificagdes das celulases: endoglicanases,
exoglicanases e B-glicosidases. Os trés complexos atuam em sinergismo. Essa classificagao
depende do local de atuagdo no substrato celulésico (BHAT, 2000; LYND et al., 2002;
CASTRO et al., 2007).

A hidrdlise da celulose por celulases resulta no produto final glicose. Estas enzimas,
porém, nao conseguem penetrar com facilidade a barreira da lignina das células vegetais e,
dessa forma, o dificil acesso das mesmas as fibras de celulose constitui o principal problema
para o desencadeamento desse processo de degradacao.

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases;
apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos. Entre os microrganismos
produtores de celulases, os fungos recebem atengdo especial. O género Trichoderma sp.
destaca-se na producdo destas enzimas, demonstrando capacidade de produzi-las a partir de
diversos substratos, como residuos de milho ou ainda papel jornal sujeito a um tratamento
alcalino prévio. Fungos filamentosos, como Trichoderma sp., sio 0s microrganismos mais
utilizados em fermentacdo em estado sélido, devido a sua baixa necessidade de dgua para
crescimento. A fermentacdo em estado sélido se caracteriza pela auséncia de dgua livre e é
apropriada para a utiliza¢do de fungos filamentosos.

Neste contexto objetiva-se verificar a atividade celulolitica de diferentes fungos
filamentosos no substrato celuldsico de serragem de eucalipto por fermentacio em estado

sélido.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Material e Métodos

2.1.1 Microrganismos e sua manutencao

Os microrganismos utilizados no desenvolvimento de todos os ensaios de fermentagdo
foram o Trichoderma viride, obtido da Fundacao Tropical de Pesquisas e Tecnologia André
Tosello — Campinas — SP e o Trichoderma sp. E-13 segundo Colla et al. (2009). Esses
microrganismos foram mantidos em meio PDA (Potato Dextrose Agar) comercial. Os
repiques foram realizados em intervalos de dois meses em tubos de ensaio com o meio de

cultura inclinado e mantidos refrigerados a 4 °C.

2.1.2 Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado em erlenmeyers de 1000 mL com 50 mL de meio PDA
comercial, aos quais foi adicionado 1 mL de suspensdo de esporos, proveniente de cultivo em
tubo de ensaio com dgar inclinado.Os erlenmeyers foram mantidos em estufa a 30 °C por
cinco dias, para posterior suspensdo dos esporos com adi¢do de dgua destilada e esterilizada, a

qual foi filtrada para posterior utilizagdo como indculo.

2.1.3 Meio de cultivo — Fermentacao em estado sélido

A principal fonte de carbono utilizado foi serragem de eucalipto com mesh menor que
14. Foram adicionados a esta serragem nutrientes (FeSO4.7H,0 - 6,3.10'5 %:; ZnSOy - 6,2.10'5
%; MnSO, - 1.10° %; KH,POy - 0,2 %; (NH4),SO4 - 0,4 %; MgSOy - 0,1 %). A umidade do
substrato foi ajustada em 63 % com adi¢do de dgua e o pH do meio em 4,8 com solucdo dcida
(H,SO4 0,5 M) com a finalidade de proporcionar condi¢des Gtimas para a conducdo da
fermentacao.

A fermentacdo foi conduzida em erlenmeyers de 125 mL, os quais continham 5 g do
meio de cultivo e 0,25 g de indutor (CMC) onde foi realizada a inoculagdo de 0,4 mL de
suspensdo de esporos que continha 10’ esporos/mL. A concentracdo de esporos na suspensio

foi estimada pela contagem em microscopio, usando-se uma camara de Neubauer. Estes
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foram submetidos a estufa 30 °C, sendo que as amostras foram retiradas no tempo O h e a cada

24 h até o temo de 302 h.

2.1.4 Deslignificacdao da serragem

Para a deslignificacdao da serragem utilizou-se uma concentragao de substrato (matéria-
prima lignificada) de 10% (p/v), cuja solucdo reagente foi NaOH 0,25 N, essa mistura foi
colocada em frascos de vidro fechados com papel aluminio para posterior autoclavagem,
permanecendo a 21 °C por 1 h a 1,1 atm. Apds a descompressdo da autoclave esse material foi
retirado e resfriado, e em seguida lavado em 4gua corrente utilizando peneiras para que nao
houvesse perda da parte sélida, até que o material deslignificado atingisse pH préximo da
neutralidade, apds a serragem deslignificada foi levada a estufa 50 °C para secagem. Obteve-

se um material com 50 % de deslignificacgao.

2.1.5 Extracao da enzima

A extracdo da enzima celulase foi conduzida a partir da adicdo de 75 mL de tampao
citrato 0,05 M, pH 4,8 a amostra, a qual foi submetida a agitacio 150 rpm por 30 min,

passado este tempo filtrou-se a suspensao a qual foi utilizada para andlise.

2.1.6 Determinacio da atividade da celulase

A atividade enzimadtica foi determinada utilizando-se uma solucdo de carboxi metil
celulose 1% como substrato. Foram adicionados a tubos de ensaio 0,5 mL do extrato
enzimatico e 0,5 mL da solu¢do de CMC os quais foram incubados a 50 °C por 30 min.

O teor de agucares redutores produzidos no ensaio de CMCase foi determinado pelo
método do DNS e glicose foi utilizada como padrao. As leituras foram feitas em
espectrofotometro com A de 546 nm. Os resultados foram expressos em Unidades, sendo que
uma unidade enzimdtica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1

umol de actcar redutor por minuto sobre as condi¢des do experimento.
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2.2 Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta os resultados da atividade enzimética da CMCase para os fungos

Trichoderma viride e Trichoderma sp. E-13 no tempo de 302 h de fermentacao.
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Figura 1 Atividade enzimatica de CMCase dos microrganismos Trichoderma sp. E-13 e

Trichoderma viride em fun¢do do tempo de fermentacao.

A andlise da atividade enzimética do fungo Trichoderma viride mostrou um aumento
significativo nas primeiras 96 h atingindo o valor de 0,72 U.gg ', 0 qual se manteve constante
até o tempo de 302 h.

O microrganismo Trichoderma sp. E-13 apresentou um comportamento semelhante ao
Trichoderma viride, Figura 1, porém, neste caso, houve uma elevacdo na producdo de
celulases no tempo de 288 h com atividade de 1,38 U.gff'l, e a apOs este periodo houve uma
tendéncia de decréscimo.

Estes resultados mostram que o substrato serragem de eucalipto utilizado como fonte
de carbono para a producgao de celulases, por conter celulose e hemicelulose na sua estrutura,
induz o fungo a produzir enzimas celuloliticas. A continuidade destes estudos objetiva a
investigacdo de outros microrganismos e outras fontes de carbono para a producdo de

celulases.
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3 CONCLUSAO

Os fungos Trichoderma viride e Trichoderma sp. E-13 apresentaram a maior atividade
celulolitica no tempo de 288 h sendo 0,98 U.gff'1 e 1,38 U.gff'1 respectivamente.
A utilizacdo da serragem de eucalipto como fonte de carbono e carboxi metil celulose

como indutor induziram a formagdo de celulase por fermentacdo em estado sélido.
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