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RESUMO

O interesse em novas alternativas para obtenc@mefgia renovavel e aproveitamento de residuos
lignocelulésicos € uma estratégia importante naddg novas matrizes energéticas. A bioconversao
destes residuos em glicose, para utilizacdo comte fde energia, € realizada pelas celulases
(celulases totais, endo-glucanasesg-glicosidases). Objetivou-se produzir celulase ftegvia
serragem de eucalipto, sabugo de milho e farelgogie como substrato e indutores papel de filtro e
carboximetilcelulose. Durante as fermentacdes awale: crescimento microbiano, consumo de
substrato, producdo de celulases totais, endofuyhises €-glicosidases, converséo de substrato em
célula (Yx/s), conversdo de substrato em produtp/q)Y produtividade méxima do complexo
celulolitico e velocidade especifica maxima deanasnto (imax). Os maiores valores de Yx/s foram
obtidos utilizando serragem de eucalipto (2,244 tmgRJART) e farelo de soja (2,097
mgPtn/mgART) como substrato e indutor carboximelillose. Os melhores resultados de Yp/s e
produtividade foram obtidos utilizando farelo dgasoomo substrato, independente do indutor. As
velocidades especificas maximas de crescimamiax) foram obtidas em intervalos de tempo de fase
log (24 h e 48 h) utilizando farelo de soja combsstato e ambos indutores. De acordo com 0s
resultados, a sintese de celulasesTpmhoderma virideé favorecida com o substrato farelo de soja
como fonte de carbono e carboximetilcelulose condutior. A utilizacdo dos residuos serragem de
eucalipto, sabugo de milho e farelo de soja, naslicdes estudadas mostrou-se viavel para a sintese
de celulases por microrganismos e representa a liesdontes renovaveis para a substituicdo da
matriz energética féssil.

Palavras-chave:Complexo celulolitico; celulose; bioconversao; mzagnergética.
1 INTRODUCAO

O crescimento exacerbado da populacdo e a exptorad&criminada dos recursos

naturais tendem ao seu esgotamento. A busca de meaiizes energéticas renovaveis em
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substituicdo aos combustiveis fosseis tem sido rtapte, visto que, além de serem
abundantes, como a celulose, apresentam baixo ionganbiental (REYES et al., 1998).

O desenvolvimento agricola tem resultado no cremaionda quantidade de residuos
gue muitas vezes se acumulam tornando-se problenmemtal, necessitando de uma
alternativa de utilizacao.

O complexo enzimético celulase constitui-se de uomjunto de hidrolases
glicosidicas, secretadas por microrganismos, m@aatalguns animais. Estas enzimas sao
glicoproteinas capazes de romper as ligagfes glicas do tipg-1,4 da cadeia de celulose,
principal polimero natural renovavel presente ra®ges de células vegetais, resultando na
liberacdo de oligossacarideos, celobiose e gli@ASTRO, 2007).

A maior dificuldade para o aproveitamento dos mass$d lignocelulésicos esta
representada pela barreira fisica formada pelankgro que impede o aproveitamento da
celulose nativa, pois as enzimas ndo conseguentrpenem facilidade nesta barreira, dessa
forma, o dificil acesso das mesmas as fibras ddosel constitui o principal problema para o
desencadeamento do processo de degradacao (RUEG@BR:TORNISIELO, 2004).

Os microrganismos produtores de celulase sdo eadmst em grande variedade na
natureza, sendo que os fungos recebem atencaoiadspems s8o seres eucaridticos,
filamentosos, naturalmente encontrados em solost®sambientes, também conhecidos
como grandes produtores de antibidtico (peniciliea)enzimas de interesse industrial
(celulases, xilanases, amilases) e ambiental (OLR¥Eet al., 2007).

O géneroTrichodermasp. destaca-se na producdo destas enzimas, deanolost
capacidade de sintetiza-las a partir de diversbstgtos, como residuos de milho, serragem,
casca, papel jornal, entre outros. O funigachoderma viride sob condi¢bes otimizadas,
apresenta a capacidade de produzir diferentes aszidentre elas a celulase (LIMING;
XUELIANG, 2004).

A producédo de enzimas extracelulares por fungog ped conduzida por fermentacao
em submerso (FSM) ou fermentacdo em estado sOHES)( a qual se caracteriza pela
auséncia de agua livre no meio. A FES consisteutiive de microrganismos sobre uma
matriz soélida umida, que simula as condi¢cfes antdieis0b as quais esses microrganismos
crescem naturalmente (BORZANI et al., 2001).

As celulases, assim como as demais enzimas exii@as de hidrolise, sdo induzidas

guando ha necessidade de serem secretadas pelosganismos para que estes utilizem
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celulose. Os indutores enzimaticos sdo substagci@sapresentam capacidade de aumentar
atividade das enzimas, aumentando a metabolizagagetérminados agentes (REGULY,
1996).

O problema do emprego pratico dessas enzimas masifio de que o seu custo de
obtencéo é elevado. Portanto, o estudo de micrsrgas que as produzam em grande
quantidade e o desenvolvimento de técnicas de géodacondmicas tem sido interesse de
pesquisas cientificas, visto a disponibilidade dénia prima no ambiente e também por ser
mais uma alternativa na busca de novas matrizegéitas (CALLONI, 2007).

O presente trabalho, objetivou a producédo de aalfingicas via fermentacdo em
estado solido, a partir de residuos como serrageeudalipto, sabugo de milho e farelo de

soja.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microrganismo e manutencgao

O microrganismo utilizado foi @richoderma viride obtido da Fundacéao Tropical de
Pesquisas e Tecnologia André Tosello — CampinaB,-e§les foram mantidos em meio agar
papel de filtro. Os repiques foram realizados etervalos de 30 dias e mantidos sob

refrigeracéo a 4 °C.

2.1.2 Preparo do in6culo

O indculo foi preparado em erlenmeyers de 1000 orh 80 mL de meio agar papel
de filtro, aos quais foi adicionado 1 mL de suspende esporos. Os erlenmeyers foram
mantidos em estufa a 30 °C por 7 d, para postengpensao dos esporos com adi¢cdo de agua

destilada e esterilizada, a qual foi filtrada emilfaontendo algodao.
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2.1.3 Deslignificacéo do substrato

A deslignificagao das fontes de carbono foi redisza partir de uma concentragao de
substrato (matéria-prima lignificada) de 10 % (pkja solucdo reagente foi NaOH 0,25
mol/L. Essa mistura foi submetida a autoclavagerh2da °C por 1 h a 1,1 atm. Apos
adicionou-se H2SO4 1 M a uma concentracao de OyilZ&cido/mLbase para neutralizar o
material deslignificado. O excesso de reagentesefapvido e o substrato deslignificado foi
submetido a estufa 35 °C para remocado total da adwejdproduzindo substratos 50 %

deslignificado.

2.1.4 Preparo do meio de cultivo

As fontes de carbono utilizadas foram serragemutaliptus spp, sabugo de milho e
farelo de soja, desliginificadas e trituradas coesimentre 50 e 14. A estes substratos foram
adicionados solugcdo de macro e micronutrientegjneleg Mandels; Reese (1957), a uma
proporcao de 1:1. A umidade do substrato foi aflsstam 63 % com adi¢cdo de 4gua e o pH
do meio em 4,8 com solucéo acida (H2S0O4 0,5 melaporcionando condi¢cbes 6timas para

a conducéo da fermentacao.

2.1.5 Fermentag&o em estado sélido

A fermentacéo foi conduzida em erlenmeyers de 2b0a® quais continham 10 g do
meio de cultivo, 0,5 g do indutor (Carboximetildeke (CMC) ou Papel de filtro) e 1,0 mL
de suspensdo de esporos (indculo) que deveriarcb®te® esporos/mL. Os experimentos
foram incubados em estufa 30 °C, sendo amostratadak nos tempos inicial e a cada 24 h

até o tempo de 192 h, totalizando 8 d de fermeataca

2.1.5.1 Determinacdo do consumo de substrato @o ldo tempo de fermentacao
O consumo de substrato ao longo do tempo de feap@mtfoi avaliado a partir da
determinacdo do teor de aguUcares redutores totgisensaios, a partir do substrato, agua

destilada e HCI 1,5 M, autoclavados a 120 °C pomift O produto obtido da extracéo foi
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neutralizado e desproteinizado. A determinacéootsumo de substrato foi realizada a partir
do método de DNS, segundo Miller (1959).

2.1.5.2 Determinagé&o do crescimento microbiano

O crescimento microbiano foi estimado a partir xtaagdo da proteina realizada com
substrato adicionado de tampéao fosfato pH 6,0 etadmy rotativo a 150 rpm por 30 min a
30 °C, com posterior filtragdo. A técnica utilizabtid a determinacdo de proteinas pelo
método de Biureto, utilizando caseina como pad@gundo Lowry (1951).

2.1.6 Determinacao da atividade das celulases

A extracao da enzima celulase foi conduzida armpdatamostra adicionada de tampéo
citrato 0,05 M, pH 4,8, submetida a agitacdo 150 pgor 30 min. A suspensao obtida foi
utilizada para posteriores analises de epdo4 glucanase, celulases totaif-glicosidase,
adaptadas do método descrito por Ghose (1987)esddtados foram expressos em unidades
por grama (U/g), sendo que uma unidade enzimétiyae (definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 mg de agucar redutonquar, sob as condicfes de experimento.

2.1.7 Fatores de converséao e produtividade

Para obtencdo dos parametros cinéticos da fern@nfagam realizados céalculos dos
fatores de conversdo de substrato em biomassa [¥X&n produto (YP/S) expressos em
(mgptn/mgART), da eficiéncia de fermentacdo (E), ptadutividade em produto (PP)
expressa em U/(g.h) e velocidade especifica madaraescimento celular (BORZANI et al.,
2001).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2, apresentam o0s resultados deersdiov de substrato em células
(YX/S), conversdao de substrato em produto (YP/$duividade maxima do complexo
celulolitico, velocidade especifica maxima de drasato tmax), intervalo de tempo da fase

logaritmica de crescimentat] e coeficiente de determinacéo (R?) da regresg@onencial
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utilizada para o célculo dpmax, obtidas para os bioprocessos de producédo ldases
utilizando diferentes fontes de carbono e indutores

A utilizacdo das diferentes fontes de carbono éndator carboximetilcelulose esta
representada na Figura 1 (a, ¢, e) respectivam@éstd-iguras 1 (b, d, f) apresentam os
resultados utilizando papel de filtro como induras mesmas fontes de carbono. Estas
mostram o0s resultados obtidos para o consumo dgtratd pelo microrganismo (acucar
redutor total), a sintese do crescimento celularesentada pela concentracdo de proteina e a
atividade enzimatica das celulases totais, endcaghses p-glicosidases durante o tempo de

fermentacéo.

Tabela 1: Converséo de substrato em célulag)(¥ conversao de substrato em produto
(Yp/9 obtidas para os bioprocessos de producéo deasehultilizando diferentes fontes de

carbono e indutores

Yeis(U.mgart™)

. Fonte de Y x/s
E mento Indutor .
xper Carbono u (MGt MOART l) Endo- Celulases B-
glucanases totais glicosidases
1 Serragem -~ 2244 0520 0,480 2 443
eucalipto
2 Serragem oo 0.287 0171 0,164 0,751
eucalipto
3 Sargi‘fﬁg de cmc 0,304 1,105 0,469 0,358
4 Sabugode o 1,524 0821 0984 0132
milho
5 Fa;g;gde CMC 1,000 1318 0,799 1,065
6 Farelode o 2097 1473 0,720 0,786
soja

O fator YX/S relaciona a quantidade de célulasdastem funcdo do consumo do
substrato pelo microrganismo. Na Tabela 1 o YX/$ relacionado levando-se em
consideracao o tempo onde foi obtido maior cresgimeelular, indicado pela determinacao

de proteina de farelo fermentado.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 7/10
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

Tabela 2: Produtividade maxima do complexo celibalj velocidade especifica maxima de
crescimentoy(may, intervalo de tempo da fase logaritmica de cnesnto (At) e coeficiente
de determinacéo (R2) da regresséo exponenciaaddi para o célculo dg,s Obtidas para
0s bioprocessos de producéo de celulases utilizdifel@entes fontes de carbono e indutores

Produtividade (U.g.h™)
Fonte de Umax At
Indutor - y
Carbono Endo- olylases  p- (™) (h)

lucanase ! e
9 c totais  glicosidases

<

Experimento R2

1 Serragem v~ 010 0,028 0,041  0,0226 0,991
eucalipto

2 Serragem 0,015 0,017 0,047 00142 0,961
eucalipto

3 Sargilfr?g de cmc 0,201 0,126 0,097 0,026 0,886

4 Sargi‘fr?gde PE 0132 0165 0022 00448 0925

5 Fa;f)'jgde CMC 0,696 0,424 0,453 0,108 0,829

6 Fa;f)'jgde PE 0404 0147 0160  0,00644 0,909

Os maiores valores de YX/S, verificados na Tabelafotam obtidos para os
experimentos 1 (serragem de eucalipto e carboXoaktiose) e 6 (farelo de soja e papel de
filtro), respectivamente. Embora o experimentorthéeobtido elevados valores de converséo
de substrato em células, verifica-se na Figura fe as quantidades de proteinas obtidas e
de acucares redutores totais consumidos foram $aixa este bioprocesso em comparacao
com os demais, apresentados na Figura 1 (b, ¢f)d, e

Considerando os experimentos 2 a 5 verifica-seagueaiores conversdes de agucares
em células foram obtidas utilizando-se farelo da somo fonte de carbono e papel de filtro
como indutor.

Avaliando os resultados de YP/S(Tabela 1) e prodiside para as enzimas endo-
glucanases, celulases totai-glicosidases (Tabela 2) verifica-se que os methogsultados
foram obtidos utilizando farelo de soja como fode carbono, independente do indutor

utilizado.
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Figura 1: Atividade enziméatica do complexo celdioti, variagcdo da concentracédo de acucar
redutor total (ART) e da concentracao de protemduncao do tempo de fermentacao,

utilizando diferentes fontes de carbono e indutores

Com relacdo aos experimentos que utilizaram satlagoilho como fonte de carbono
verifica-se que os melhores resultados de YP/®@upividade para as enzimas do complexo

celulolitico, foram obtidos com o indutor carboxiifeelulose. Entretanto, considerando as
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celulases totais, que representam a atuacdo dadrBas de forma sinérgica, o indutor papel
de filtro foi o que apresentou os melhores resakadsso pode ser explicado pela maior
dificuldade do microrganismo na obtencédo de fonte a@hrbono para 0s processos
metabolicos, induzindo a uma maior sintese enzi@ati

As maiores velocidades especificas de crescimenaonfobtidas nos experimentos 5
e 6, em intervalos de fase log entre 24 h e 48dicando a facilidade de multiplicacdo do
microrganismo neste meio. Isso deve-se ao fatoadelof de soja conter substratos n&o
celuldésicos como amido e proteinas, que séo deafggimilacdo pelo microrganismo.

A serragem de eucalipto ndo foi uma boa fonte dboc@ para a producdo de
enzimas, que pode ser verificado pelas baixas idaldes especificas de crescimento obtidas.
Para este mesmo substrato e indutor carboximetitsd, maiores valores de YX/S e YP/S
foram obtidos devido a carboximetilcelulose ser diombe de carbono mais assimilavel que o

papel de filtro. Entretanto, seu uso nao ocasionelnorias na produtividade das enzimas.

3 CONCLUSAO

A sintese das enzimas do complexo celuloliticovéricida utilizando farelo de soja
como substrato e indutores papel de filtro e cdrbetilcelulose. As maximas atividades das
celulases totais, das endo-glucanases g-adgisosidases foram obtidas utilizando o indutor
carboximetilcelulose.

O substrato farelo de soja nas condi¢des estuaadsisou-se vidvel para a sintese de
celulases por microrganismos e desta forma apeesengortancia, visando a geracao de

energia renovavel.
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