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Resumo — Resumo — O presente trabalho buscou otimizar as condi¢des de cultivo
em estado solido para produgdo de enzimas de celuloliticas variando a propor¢ao
dos substratos (bagaco de cana e farelo de trigo) e o pH da solugdo nutriente,
buscando assim uma condi¢ao 6tima de cultivo. Observou-se que quando o pH
encontrasse no valor de 5 e a que a proporcao de farelo de trigo ¢ inferior a 20% a
atividade de papel filtro (FPU) que ¢ o conjunto de 3 celulases, foi o mais
satisfatorio pois chegou a indices de 110,896 U/gss.

1. INTRODUCAO

Devido a escassez de combustiveis fosseis o etanol tem sido considerado uma
alternativa de matriz energética mais barata e mais “limpa”. Sua producdo pode ser oriunda de
varias fontes de matéria prima vegetal. No Brasil a mais utilizada ¢ a cana de aglicar com isso
ocupando uma aposi¢ao de lideranga na produg¢ao mundial de etanol (PACHECO, 2011).

O etanol convencional (1G) ¢ obtido através da fermentacdo de agucares extraido das
matrizes vegetais, onde tem a sacarose € o amido como fonte de carbono como para iniciar a
fermentacdo, processo esse similar a producdo de bebidas alcodlicas. Ja o etanol celuldsico
(2G) tem como fonte de carbono os agucares provenientes da quebra das cadeias de celulose e
hemicelulose, encontrados em biomassa descartada pelas agroindustrias, que no presente
trabalho utilizou o bagago de cana e o farelo de trigo.

No entanto para a produ¢do do etanol 2G a partir dessa biomassa necessita do pré-
tratamento do bagago, onde ¢ necessario a hidrélise das fibras do bagaco para que ocorra a
liberagdo dos agucares 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 hidrélise enzimética, que ¢ proveniente
de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas obtidas a partir de fungos filamentosos (Kamm &
Kamm, 2004).

O processo de producdo de enzimas por fungos filamentosos tém sua eficacia
comprovada devido a suas necessidades para cultivo serem compativeis com as condigdes
oferecidas pelas técnicas de fermentagdao em estado solido (FES), ja que a mesma consiste em
crescimento de micro-organismos sobre particulas porosas e imidas, uma vez que o liquido
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contido na matriz sélida 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 condigdes de cultivo
em estado solido do fungo filamentoso Myceliophthora thermophila 1-1D3b variando as
proporgdes de substrato (bagago de cana e farelo de trigo) e o pH da solucao nutriente que foi
adicionada ao meio de cultivo na busca por maiores atividades enzimatica do conjunto de 3
celulases expressas pela FPU.

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 1-1D3b,
isolado pela Prof* Dr* Daniela Alonso Bocchini, pertencente do Instituto de Quimica da
Unesp, encontrado em pilhas de bagago de cana-de-actcar. A cepa do fungo I-1D3b pertence
a colecao do Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica Aplicada do IBILCE-Unesp,
encontrando-se hoje cdmara de congelamento a - 80°C. Para a realizacdo do indculo foi
utilizado a cultura em suspensdo de esporos, obtida apds a replicagdio das cepas em
erlenmeyers com meio de cultura de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) mantidas em cdmara de
BOD a 45°C durante 72 horas. Ap6s esse periodo foi adicionado solugdo nutriente conforme
utilizada por Zanelato (2011) até obter-se uma concentragio de 10’ esporos/mL.

2.3. Substratos e Atividade Enzimatica

Os substratos empregados foram o bagago de cana-de-agucar e farelo de trigo. O bagago
doado pela Usina Virgolino de Oliveira situada na cidade de José Bonifacio-SP, seco em
estufa de circulagdo forgada a 60°C até atingir peso constante, para a padronizacdo do
tamanho das fibras o bagaco foi peneirado em peneiras de 4 ¢ 3 mm. O farelo de trigo obtido
no comércio local, seco na estufa de circulacao forgada a 40°C até peso constante.

Para realizagdo dos ensaios os substratos foram acondicionado em embalagem plastica
de polipropileno em diferentes propor¢oes Bagago de Cana e Farelo de Trigo (BC:FT) como
mostra a Tabela 1, totalizando 5g, na abertura das embalagens foi acoplado fragmentos de
cano de PVC com 4 cm de diametro ¢ 5 cm de comprimento sendo tampados com tampdes
de algodao 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 proporg¢ao de bagago de
cana (BC) e farelo de trigo (FT) e o pH da solugao nutriente.

Formulacao
(BC:FT)

06:04
6:4
8:2
8:2
7:3

3,6 7:3

5 8,4:1,6

5,6:4,4

7:3
7:3
7:3

Ensaio ph

O [0 [ [N [\ [&~ (W (D [—
2
N

—_
(=]

—_—
—_—

Ap0s a esterilizagdo, a umidade das amostras foram elevada a 70% com a adi¢do de
solucdo nutriente, respeitando em cada ensaio o pH determinando no planejamento, mais
indculo e acondicionada em BOD a +45°C por 96 horas. Foram retiradas amostras nos tempos
de 0 horas, 24 horas, 48 horas e 96 horas para a extragao do extrato enzimatico ¢ posterior
analise de atividade enzimatica. Para a realiza¢do da extragdo foi adicionado 20mL de dgua
destilada para cada grama de substrato solido seco, agitado por 30 minutos, filtrado e
centrifugado a 10.000 rpm por 15 min. Com o sobrenadante foi feita a avalia¢do da atividade
enzimatica de endoglucanase. A determinacao foi feita segundo Pinto (2010), com
modificacdes, esta reacdo resultard na liberacdo de acgucares redutores utilizou-se a
metodologia de quantificagdo segundo Miller (1959) onde para definir a unidade de atividade
de enzimatica a quantidade necessaria para liberal 1,0 pmol de glicose por minuto de reagdo
por mL de enzima de acordo coma curva padrao de glicose, resultando em unidades por
grama de substrato seco (U/gss). Em se tratando de fermentacdo em estado so6lido, com base
no volume de agua utilizado para extracdo das enzimas, os resultados das atividades
enzimaticas foram convertidos para serem expressos em unidades por grama de substrato
solido (U/gss).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o periodo de 96 horas de fermentagdo, foram feitas as extragdes e avaliada as
atividades enzimaticas de endoglucanase. A Figura 1 nos mostra o comportamento durante as
96 horas de fermentacdo, podemos observar que no ensaio onde o pH = 5 os resultados
obtidos foram mais satisfatorios, o que ¢ explicado pela literatura. Porém vale ressaltar que a
proporc¢ao de BC:FT que obteve melhor resultado foi a que continha uma porcentagem maior
de bagago de cana do que a de farelo de trigo.



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
> 2017 em Iniciagéo Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA UFSCar - Sao Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

Figura 1 — Atividade enzimatica de papel filtro (U/gss) ao longo de 96 horas de
fermentacao nos 11 ensaios.
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4. CONCLUSAO

De ante os dados obtidos pode-e observar que quando o pH da solugdo nutriente estava
no valor de 5 e a proporc¢do de farelo de trigo inferior a 20% do total da formulagdo proposta
os resultados de atividade de papel filtro, que nada mais ¢ do que a acdo conjunta de trés
celulases, chegou em valores de jungdo de trés enzimas mais acido a atividade enzimatica foi
maior, acredita-se que esse resultado explica-se pois em pH mais basicos difere das condigdes
otimas de crescimento do fungo dificultando assim o seu crescimento e a secrecao da enzima.
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