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Resumo — O presente trabalho buscou otimizar a producdo de enzimas
celuloliticas, especificamente as endoglucanases a partir de fermentacdo em
estado solido variando a proporcdo de substrato empregado (bagaco de cana e
farelo de trigo), variando também o pH da solucdo nutriente utilizada com o
objetivo de encontrar a melhor condicdo de cultivo. Observou-se que nos ensaios
onde o pH da solucdo nutriente estava em valores mais acidos e nas formulacGes
de proporgdo entre os substratos o farelo de trigo apresentava o menor indice 0s
resultados de atividade enzimaticas foram maiores, chegando a valores de
145/Ugss em 96 horas de fermentacéo.

1. INTRODUCAO

Devido a geragdo de subprodutos ser inerente ao setor agroindustrial e o crescente
interesse de consciéncia ecolodgica, fica nitido a necessidade de se descobrir um equilibrio
entre a producdo, a expansdo econémica e social e a sustentabilidade ambiental. No Brasil a
industria que mais produz tais subprodutos é a industria de alimentos, e um desafio estd em
como destina-los corretamente, uma alternativa é a utilizacéo de tais subprodutos ou residuos
em Bioprocessos, tendo em vista sua viabilidade por conta de seu baixo valor agregado e seu
grande potencial de producdo. Mediante isso muitas pesquisas estdo se desenvolvendo com o
propdsito de gerar produtos de alto valor agregado atrelado a utilizacdo de técnicas de
Bioprocessos, onde sdo utilizados como substrato (Couto; Sanroman, 2006; Soccol;
Vandenberghe, 2003; Pelizer et al., 2007). Devido a grande demanda mundial de combustivel
féssil e conseqlientemente a escassez do mesmo a busca de alternativas para suprir essa
demanda originou-se o etanol como fonte de energia. Porém sabe-se que a produgdo do
mesmo a demanda de cana de acucar € alta e com isso resultando em uma enorme quantidade
de residuos agroindustrial. Seu destino atualmente é divido entre queima, para a geragdo de
energia elétrica destinada para consumo da prépria industria de das cidades vizinhas, e a
utilizacdo como ra¢do em animais ruminantes, porém a producdo de bagaco resultante é
superior ao seu destino conseqiientemente havendo ainda seu acumulo. Como alternativa para
o destino deste residuo, ha a sua utilizacdo como substrato na fabricacéo de etanol de segunda
geracdo (Etanol 2G). No entanto para que ocorra a fermentacdo é necessario a hidrolise das
fibras do bagaco e com isso ocorra a liberagdo dos aglcares fermentesciveis que pode ser feita
de duas formas, por meio quimico, que tem alta eficiéncia, porém resulta em uma grande
quantidade de residuos toxicos que requerem maiores esfor¢os na hora do descarte, ou a
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hidrolise enzimética, que é proveniente de enzimas celuloliticas e hemeceluloliticas obtidas a
partir de fungos filamentosos (Kamm & Kamm, 2004).

O processo de produgdo de enzimas por fungos filamentosos tem sua eficacia devido a
suas necessidades para o cultivo serem compativeis com as condicGes oferecidas pelas
técnicas de fermentacdo em estado solido (FES), j& que a mesma consiste em crescimento de
micro-organismos sobre particulas porosas e umidas, uma vez que o liquido contido na matriz
solida assegure o crescimento e metabolismo celular (Couto; Sanroman, 2006; Soccol;
Vandenbergh, 2003; Palma, et al, 2000).

Neste contexto o presente trabalho tem como objetivo otimizar as condi¢Oes de
fermentacdo em estado sélido utilizando o fungo filamentoso Myceliophthora thermophila I-
1D3b em diferentes proporgdes de substrato (bagaco de cana e farelo de trigo) e com
diferentes valores de pH da solucdo nutriente adicionada, com o objetivo de obter-se maiores
atividades enzimaticas de endoglucanases (CMCase).

2. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento experimental foi utilizado o Laboratério de Engenharia de
Processos e Biorreatores do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José
dom Rio Preto — IBILCE / UNESP.

2.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o fungo termofilico Myceliophthora thermophila I-1D3b,
pertencente a colecdo do Laboratério de Microbiologia e Bioguimica Aplicada do IBILCE-
Unesp. Para a realizacdo dos ensaios foram feitos ino6culos da cultura em suspensdo de
esporos obtida ap6s a replicacdo da cepa em erlenmeyers com meio de cultura de Agar
Sabouraud Dextrose (ASD), adicionado solucdo nutriente conforme Zanelato (2011) até
obter-se uma concentragdo de 107 esporos/gss.

2.3. Substratos e Atividade enzimatica

Os substratos empregados foram o bagaco de cana-de-acucar (BC) e farelo de trigo
(FT). O bagaco foi doado pela Usina Virgolino de Oliveira da cidade de José Bonifécio-SP,
seco em estufa de circulacdo forcada a 60°C até atingir peso constante, para a padronizacédo do
tamanho das fibras o bagaco foi peneirado em peneiras de 4 e 3 mm. O farelo de trigo obtido
no comércio local, seco na estufa de circulacéo forcada a 40°C até peso constante.

Para realizacdo dos ensaios de fermentacdo em estado solido os substratos foram
acondicionados em embalagem plastica de polipropileno com dimensées de 15 cm x 20 cm,
em diferentes propor¢des BC e FT como mostra a Tabela 1, totalizando 5 g, na abertura das
embalagens foi acoplado fragmentos de cano de PVC com 4 cm de didmetro e 5 cm de
comprimento sendo tampados com tampdes de algodé@o e gaze e esterilizado em autoclave a
121°C, 1,1 ATM por 20 min.
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Tabela 1 — Planejamento Experimental (DCCR) variando a proporcéo de bagaco de
cana (BC) e farelo de trigo (FT) e o pH da solucéo nutriente

Ensaio Ph Fc()gr(]:lfllﬁl(_;;‘ 0
1 4 06:04
2 6 6:4
3 4 8:2
4 6 8:2
5 6,4 7:3
6 3,6 7:3
7 5 5,6:4,4
8 5 8,4:1,6
9 5 7:3
10 5 7:3
11 5 7:3

Apos a esterilizacdo, a umidade de cada amostra foi ajustada para 70% (b.u) com a adicao de
solucdo nutriente, respeitando em cada ensaio o pH pré-determinando no planejamento
experimental, somado ao in6culo e acondicionada em BOD a 45°C por 96 horas. Foram feitas
retiradas de amostras nos tempos de O horas, 24 horas, 48 horas e 96 horas, realizado a
extracdo do extrato enzimatico para que posteriormente fosse realizado a analise de atividade
enzimatica. Para a realizacdo da extracdo foi adicionado 20 mL de agua destilada para cada
grama de substrato sélido seco, agitado por 30 minutos, filtrado e centrifugado a 10.000 rpm
por 15 min. As atividades enzimaticas foram realizadas a partir do sobrenadante conforme a
metodologia de Ghose (1987), que resultou em liberacdo de agUcares redutores que foram
quantificados segundo Miller (1959), a quantificacdo da atividade enzimatica foi expressa em
unidade por grama de substrato seco (U/gss) onde uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de glicose por
minuto de reagdo por mL de enzima.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo de fermentacdo, que totalizou 96 horas, foram coletadas
amostras de extrato enzimatico e avaliado a atividade enzimatica de endoglucanase. A Figura
1 mostra que no ensaio 3 onde em sua formulacao foi constituia em 20% de FT um pH em
faixa mais acida, obteve os maiores resultados de atividade enzimética quando comparados
com os demais ensaios.
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Figura 1 — Atividade enzimatica de endoglucanase (U/gss) ao longo de 96 horas de
fermentacao nos 11 ensaios.
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Ap0s ser realizado tratamento dos dados através do método estatistico ANOVA, pode-
se observar que houve diferenca significantes no fator pH, com valores de p=0,0308 para
nivel de significancia de 5%.

4. CONCLUSAO

De ante os resultados obtidos pode-se concluir que em ensaios onde o pH estava
ajustado em valores mais &cidos a atividade enzimatica obtida foi maior, atribui-se estes
resultados devido a desenvolvimento do microrganismo empregado ser melhor em faixa de
pH acidos do que em basicos.

Outro ponto observado foi de que nos ensaios onde a propordo de farelo de trigo foi
maior os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, acredita-se que isso ocorra devido a
formulacdo néo fornecer condigdes propicias que estimulassem o fungo a secretar enzimas.
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