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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo enzimatica de
celulases pelo fungo filamentoso Trichoderma harzianum 10C-3844 por
fermentacdo em estado solido, utilizando residuos agroindustriais. Foram
realizados ensaios variando-se a umidade, tempo de fermentacéo e composi¢do do
meio de cultivo, a fim de avaliar a melhor condicdo para produzir as celulases,
onde foram avaliadas como resposta a atividade CMCase das enzimas produzidas.
A maior producdo de CMCase (23,89U.gms™ ) foi observada para a condicdo de
9,1% de farelo de trigo, 35,9% de cacau e 55% de bagaco de cana, 81,89% de
umidade e em 72 horas de cultivo.

Palavras-chave: Casca de cacau. Bagagco de cana-de-acucar. Trichoderma
harzianum.

1. INTRODUCAO

As cadeias produtivas geram uma grande quantidade de residuo vegetal, principalmente
proveniente da casca do fruto, que representam a maior parte da sua composicao. Levando em
consideracao que os residuos gerados se enquadram como recursos, subprodutos ou produtos
secundarios, muitos estudos tém sido realizados visando o seu aproveitamento de forma
sustentavel e economicamente viavel (MELO, 2016).

O interesse pelas celulases nos ultimos anos tem se renovado devido a seu potencial uso
na conversdo de biomassa em acucares fermentesciveis, integrando assim uma nova rota para
a producéo de alcool combustivel. Atualmente, este processo € economicamente impraticavel,
principalmente em razdo do custo elevado das celulases. Como tecnologia promissora para a
producdo dessas enzimas, € possivel realizar a fermentacdo em estado sélido (FES), o qual
possui como principal caracteristica a auséncia de agua livre, onde séo utilizados substratos de
baixo custo, como residuos agroindustriais. Esse material sélido tem a funcdo de atuar como
suporte fisico e, muitas vezes, como fonte de nutrientes para o crescimento microbiano
(PANDEY,2003).

Dessa forma, o presente trabalho estudou a FES em composicOes diferentes de meio
de cultivo. Com os substratos bagaco de cana-de-agucar, casca de cacau e farelo de trigo o
microrganismo utilizado foi o Trichoderma harzianum 10C-3844, visto que, essa espécie e
suas linhagens sdo produtoras eficientes de enzimas celuloliticas. O objetivo foi avaliar a
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melhor composicdo de substratos e a influéncia da umidade no processo, onde foram
avaliadas como resposta a atividade CMCase das enzimas produzidas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultivos Sélidos

As fermentacOes foram realizadas com o fungo filamentoso Trichoderma harzianum
I0C-3844, em meio solido constituido de uma mistura de trés residuos agroindustriais: casca
de cacau e bagaco de cana, os quais foram secos em estufa a 105°C, moidos e peneirados; e
farelo de trigo, sendo armazenados sob refrigeracéo a -4 °C.

Em frascos Erlenmeyers de 500 mL, foram pesadas as quantidades referentes a cada
experimento, conforme a Tabela 1, totalizando 10g. A umidade de cada experimento foi
obtida, em base Umida, pela adi¢do de solucdo salina (Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, 2000),
sendo uma parte do volume adicionada antes da esterilizacdo e outra parte utilizada para
solubilizar 0,1g de in6culo. Os frascos foram mantidos em estufa a 30 °C por 120 horas, sendo
que a cada 24 horas foram realizadas a determinacdo da umidade e a extragdo das enzimas.

2.2. Extracao e atividade enziméatica CMCase

Cerca de 1g de sélido fermentado foi diluido em uma mistura de 20 mL, sendo 50%
agua e 50% tampdo citrato de sodio ( pH4,8 e 0,0omol/L) e foi adicionado uma gota de
Tween 80. Manteve-se sob agitacdo a 180 rpm por 60 minutos. Ap6s o tempo de agitacéo, o
material foi filtrado e centrifugado a 3500 rpm por 30 minutos, obtendo no sobrenadante o
extrato enzimatico.

Para a medida da atividade enzimatica, foi adicionada 0,5 ml do carboximetilcelulose
(CMC) 2% (m/v) em tampdo citrato (pH 4,8), e 0,5ml do extrato enzimatico em tubos de
ensaio, mantidos em banho-maria a 50 °C por 30 minutos. Apds a reagdo, foram adicionados
1,5 ml de DNS em cada tubo e estes foram colocados num banho de agua fervente por 5
minutos, seguidos do banho de gelo. Posteriormente o volume foi completado com &gua
destilada para 10 ml e a absorbancia foi lida no espectrofotémetro a 540nm (Nunes,2014;
Ghose, 1987).

Neste trabalho a atividade enzimatica foi expressa em U.gms™, que é a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 micromol de agUcares redutores por minuto por grama de massa
seca.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a matriz de planejamento do projeto e a melhor producdo de
CMCase para cada experimento com 0 seu respectivo tempo de cultivo.
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Tabela 1 — Condic¢des dos experimentos e resultados de atividade CMCase

cC FT BC Umidade CMCase méxima
Experimentos. (%) (%) (%) (%) (U/gms)

1 9,1 9,1 81,8 58,11 4,65 (96 horas)
2 35,9 9,1 55 58,11 4,80 (72 horas)
3 9,1 35,9 55 58,11 5,98 (72 horas)
4 35,9 35,9 28,2 58,11 16,92 (96 horas)
5 9,1 9,1 81,8 81,89 18,40 (96 horas)
6 35,9 9,1 55 81,89 23,89 (72 horas)
7 9,1 35,9 55 81,89 18,28 (120 horas)
8 35,9 35,9 28 81,89 11,87 (72 horas)
9 0 225 775 70,00 16,94 (72 horas)
10 45,0 22,5 32,5 70,00 12,71 (96 horas)
11 22,5 0 77,5 70,00 11,69 (48 horas)
12 22,5 45,0 32,5 70,00 11,03 (48 horas)
13 22,5 22,5 55 70,00 9,07 (96 horas)

CC: Casca de cacau; FT: Farelo de Trigo; BC: Bagago de cana.

Para obter melhores resultados é importante que o meio esteja mais Umido. Observa-se
que a melhor condicéo de fermentacao atingida foi no experimento 6, em 72 horas de cultivo,
atingindo uma umidade média de 83,81 %, o qual foi obtido uma atividade de CMCase de

23,89 U.gms™.

Para melhor representar esse experimento, tracou a cinética de reproducdo enzimatica

apresentada pela Figura 1.

Figura 1- Atividade enzimatica CMCase em fun¢do do tempo de fermentacédo para o
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Ambrozim et al. (2018) também realizaram o estudo de fermentacdo em estado sélido
utilizando o microrganismo Trichoderma harzianum 10C-3844 e a casca de cacau como
substrato e obteve a maior atividade enzimatica (4,95 U.gms™) em 72 horas de cultivo, com
40% de casca de cacau, 60% de bagaco de cana e 70% de umidade. Assim, percebe-se que
este trabalho encontrou valores superiores, indicando melhores condic¢des para o crescimento
microbiano e producdo de celulases.

Deschamps et al. (1985) alcancaram atividade de 198 U/gms de CMCase em cultivos
com BC; Rahnama et al. (2016) encontraram CMCase de 111,31 U/g de substrato, utilizando
palha de arroz.

O presente estudo obteve atividades enzimaticas inferiores as encontradas na literatura,
mas vale ressaltar que publicacdes sobre producdo de celulases utilizando a mistura de
residuos agroindustriais sdo escassas. Dessa forma, os resultados se tornam relevantes por
realizar outros experimentos visando a condicao étima do processo.

4. CONCLUSAO

Os cultivos sélidos para a producao de celulases apresentaram resultados satisfatorios, o
que torna a casca de cacau e o farelo de trigo bons residuos em potencial para o uso em FES.
O fungo Trichoderma harzianum se mostrou capaz de produzir as enzimas, sendo que 0s
melhores resultados foram para umidades mais altas, atingindo o valor maximo de producéo
de CMCase (23,89 U.gms™) no tempo de 72horas.
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