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RESUMO

Os fungos filamentosos da espécie Trichoderma sdo os microrganismos mais utilizados
industrialmente para a producdo das enzimas do complexo celulolitico, utilizadas no
processo de conversdo da biomassa vegetal em biocombusttveis. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia das condigdes de cultivo da fermentacdo em estado
solido (FES) na produgdo de celulases, utilizando linhagens de Trichoderma e bagaco
de cana-de-agucar (BC) como substrato, suplementado com Jarelo de trigo (FT). O
estudo cinético determinou o tempo mdximo de produgéo de endoglucanase (EGase) em
192h de FES com as linhagens de Trichoderma estudadas, a metodologia do
planejamento experimental apresentou como variavel significativa a proporgdo de BC e
a produ¢do de EGase foi de 4,75 ULg”. 4 selecdo das condicdes da FES teve como
resultado volume do indculo a 10’ esporos.g”, propor¢do BC:FT de 1:1 e umidade
inicial do substrato 75%, resultando em um aumento de 2,3 vezes na producdo de
EGase.
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INTRODUCAO

O Brasil, além de ser um dos maiores produtores agricolas mundiais, vem
tornando-se nos tltimos anos, uma grande poténcia no beneficiamento de sua producéo.
Esse avango do setor agroindustrial acarretou no aumento da geragdio de residuos ou
subprodutos. Estima-se que somente a industria de agucar e alcool gera cerca de 168,8
milhdes de toneladas de bagago de cana-de-agucar por ano, parte do qual ¢ queimado de
forma ineficiente em usinas para cogeragdo de energia. Apesar disso, existe um
excedente de 12-50% disponivel para conversido em etanol celulésico (CONAB, 2010).
A rota enzimatica tem se apresentado como uma tecnologia vantajosa para a conversio
da celulose em agucares fermentesciveis, posteriormente utilizados na producdo de
etanol e outros bioprodutos. Entre os desafios para que o etanol celulésico seja
comercializado, pode-se citar o alto custo das enzimas celulases. O desenvolvimento de
processos eficientes e otimizados para a producdo de enzimas em escala industrial é
fundamental para garantir a viabilidade econdmica e a concretizagio da produgdo de etanol
de segunda geracdo (FARINAS et al., 2010).

Na produgdo de celulases microbianas, podem ser usados processos de
fermentagfo submersa (FSm) ou a fermentagio em estado sélido (FES). Grande parte
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dos avangos na produgdo de enzimas microbianas foi desenvolvida para FSm, no
entanto, o crescimento de fungos filamentosos ocorre naturalmente em condi¢des
similares a FES (SINGHANIA et al., 2009). A escolha das melhores condi¢cdes de
cultivo € tdo essencial para o processo fermentativo quanto a escolha do microrganismo.
A produgfo otimizada e os parimetros que afetam a sintese enzimatica devem ser
investigados, pois as condi¢des 6timas variam entre os diferentes microrganismos,
assim como para diferentes enzimas (BRAVO et al., 2000).

O fungo filamentoso Trichoderma reesei estd entre os microrganismos com
maiores potenciais para a producdo de celulases, além de ser o mais detalhadamente
estudado. Existem vérios trabalhos relacionados a producdo de celulases utilizando
diversos residuos agroindustriais por Trichoderma, especialmente o mutante 7. reesei
Rut C30 (SUN et al., 2010). Porém, sdo poucos os trabalhos que estudam esse género de
fungo filamentoso com o substrato bagago de cana-de-agiicar (BC). A utilizagdo desse
residuo se torna interessante, pois além das vantagens ambiental e econdmica, seu uso
permite a producdo de enzimas especificas para a degradacéio do BC.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influencia das condigdes de
cultivo da FES na producio de celulases, utilizando fungos do género Trichoderma e
bagaco de cana-de-aglicar como substrato. Para isto, foi utilizada a metodologia de
planejamento experimental e andlise da superficie de resposta. Foram utilizados
delineamentos experimentais do tipo fatorial completo, em que as varidveis estudadas
foram: volume do inéculo, proporgéo entre BC e farelo de trigo (FT) e umidade inicial
do substrato, e delineamento composto central rotacional (DCCR), que estudou a
propor¢do entre BC e FT e umidade inicial do substrato.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos
Os testes foram realizados com as linhagens Trichoderma sp LCB 46 e
Trichoderma sp LCB 79 doadas pela Embrapa Agroindistria Tropical (Fortaleza, CE).
As duas linhagens foram pré-selecionadas pelo teste do halo de hidrélise com o
substrato carboximetilcelulose (CMC) (TEATHER e WOOD, 1982). Para manutenc¢do
dos fungos utilizou-se o meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 30°C por 10 dias.

Cinética de Producio em FES

Os ensaios deste experimento foram realizados para a determinagio do tempo de
cultivo, nas condigdes do ponto central dos delineamentos experimentais. Os
experimentos iniciais de cinética foram realizados utilizando 5 g de substrato sélido,
composto por 50% de BC e 50% de farelo de trigo (FT). Foi utilizado o meio nutriente
descrito por Mandels e Weber (1969). A umidade inicial utilizada foi de 60% em base
Gmida. Utilizou-se uma concentragio de 10’ esporos.g’ e a incubagdo feita sob
condigdes estaticas a 30°C em estufa. O teste cinético foi realizado durante 10 dias, com
analises realizadas a cada dois dias de fermentagdo. Todos os experimentos deste
trabalho foram realizados em duplicata.

Avaliac¢do dos Parimetros da FES

O delineamento fatorial 2° completo foi utilizado para determinar o efeito das
varidveis: volume do in6culo, umidade do inicial do meio e propor¢io de BC na
produgdo enzimética. As varidveis e niveis sdo apresentados na Tabela 1. A sele¢o dos
valores foi baseada em dados da literatura (Maciel, 2006; Mekala et al., 2008) e em



XVIII Simpdésio Nacional de Bioprocessos
Caxias do Sul/RS - 24 a 27 de julho de 2011

% INAFLRM 2011

experimentos preliminares. As andlises estatisticas foram conduzidas no software
Statistica 7.1 (StatSoft, Tulsa, EUA).
Tabela 1. Varidveis e niveis do planejamento fatorial 2° completo.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Inéculo (esporos. g‘l) -x1 10° 10’ 10%
Umidade (%) —x2 50 60 70
BC (%) —x3 35 50 65

Selecio das condiq,ﬁes da FES

Um delineameito UUulPUQL\J cciitial rotacional de 2 <nsaios foi realizado para se
determinar a condi¢do 6tima das varidveis umidade e propor¢do BC:FT. Os valores
experimentais foram selecionados a partlr dos resultados obtidos no planejamento
anterior, fixando o volume do inéculo (107 esporos.g™). Os dois delineamentos foram
realizados em dois experimentos independentes e em cada condigio foram feitas

duplicatas.

Atividade Endoglucanase (EGase)

A atividade celulolitica da EGase foi determinada de acordo com a metodologia
de Ghose (1987) modificada. Adicionou-se, 0,5 mL do substrato de CMC (4%) e 0,5
mL de extrato enzimético aos tubos e incubou-se a 50 °C por 10 min. A determinacio
dos agucares redutores foi realizada pelo método de DNS descrito por Miller, 1959. As
at1v1dades foram expressas em unidades internacionais por grama de substrato seco
(ULg™). Todas as quantificagdes enziméaticas foram realizadas em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cinética de Producio em FES
O estudo da cinética de produgdo de celulases foi realizado a fim de determinar
o tempo de cultivo a ser utilizado nos experimentos de avaliagdo dos pardmetros da FES
e no DCCR. A avaliagdo do tempo para a produgéo das EGase para as duas linhagens
testadas obteve o pico de produgio da enzima em 192h (8 dias), com maior producio da
EGase pelo fungo filamentoso Trichoderma sp LCB 46 de 5,95 ULg™ (Figura 1).
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Figura 1. Cinética de Producédo de EGase. (-#-) Trichoderma sp LCB 46. (-4-) Trichoderma sp
LCB 79;
Resultados recentes, utilizando FES com BC e Trichoderma como

microrganismo produtor, apresentaram valores para atividade enzimitica de EGase
muito proximos. Segundo estudos reahzados por Basso et al. (2010), a producdo de
EGase atingiu valores iguais a 5,4 ULg" em 216 h.
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Avaliaciio dos Parimetros da FES

Os experimentos de avaliagdo dos parAmetros foram realizados com a linhagem
Trichoderma sp LCB 46, selecionada no teste cinético realizado anteriormente. As
variaveis estudadas foram volume do indculo, proporgio entre BC e FT e umidade
inicial do substrato.
As varidveis consideradas significativas para o processo podem ser vistas na Figura 2. A
propor¢do entre BC:FT foi a unica varidvel considerada significativa a um nivel de
confianga de 95%, porém com efeito negativo quando aumentada a proporgio de BC no
processo. Esse fato, provavelmente se deve a menor quantidade de nitrogénio presente
no BC quando comparada ao FT e ao fato de ser um residuo com alta recalcitrancia
(MACIEL, 2006).

f

=
Figura 2. Diagrama de Pareto mostrando as variaveis significativas com p<0,05.
Estudos realizados por Mekala et al., (2008), indicam que o volume usado na
maioria dos trabalhos realizados com fungos Trichoderma é de 107 esporos.g™, portanto
para o préximo experimento, a concentragdo do inéculo foi mantida constante, além de
ser o valor j4 utilizado nos pontos centrais.

o

Seiecao das Condigdes da FES

O DCCR foi realizado a partir das condi¢des selecionadas pelo planejamento
experimental realizado anteriormente. A lmhagem T rzchoderma sp LBC 46 foi utilizada
e 0 volumo do inéculo foi fixado a 10’ esporos.g™. Na Tabela 2 sdo apresentados os
ensaios realizados e os resultados obtidos neste delineamento. A proporgdo BC foi
mantida a 50%, pois apesar do scu cfeito negativo a produgdo de EGAse apresentou
melhor resultado nesta condigéo.
Tabela 2. Resultados obtidos no DCCR para a Produgdo de EGase (ULg™).

Ensaios BC (%) -x1 Umidade (%) - x2 Preduglio ECGase (ULg )
1 35(-1) 50 (-1) 5,878
2 65 (1) 50 (-1) 7,197
3 35(-1) 70 (1) 8,816
4 65 (1) 70 (1) 9,172
5 28 (-1,41) 60 (0) 2,702
6 72 (1,41) 60 (0) 6,660
7 50 (0) 45 (-1,41) 11,092
8 50 (0) 75 (1,41) 11,163
9 50 (0) 60 (0) 10,215
10 50 (0) 60 (0) 9,504




XVIII Simpésic Nacional de Bioprocessos
Caxias do Sul/RS - 24 a 27 de julho de 2011

&3

11 50 (0) 60 (0) 10,215

A andlise de variancia foi realizada para avaliar o ajuste dos dados experimentais
a0 modelo quadrético proposto. O teste F mostrou que o modelo utilizado se ajustou
adequadamente aos dados experimentais, sendo 20,98 vezes maior que o Ftabelado. O
coeficiente de determinagdio (R”) obtido para o modelo foi 0,90. Os valores dos
coeficientes de regressdo mostraram, assim como o p-valor, a varidvel propor¢io BC
linear e quadratico, como sendo significativa a um p<0,1 (Tabela 3). Para este
planejamento o pardmetro fermentativo, umidade, apesar de apresentar o p-valor
proximo de 0,1, ndo se mostrou significativo.
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is considciadas sigunificativas para otimizagdo das
condi¢des da FES, com a exclusdo dos termos nfo significativos.

Efecitos Estimados Desvio Padrio «7) p-valor
Média 10,521 0,403 26,129 0,000
(1) BC(L) 1,96 0,678 2,904 0,023
BC(Q) -5,63 0,771 -7,303 0,000
(2)Umidade (L) 1,10 0,678 1,628 0,148

O medelo para atividade de EGase apds a exclusfo dos termos nio significativos
estd descrito na equagdo quadratica abaixo.

Atividade EGase (U.g")=10,52+0,98(BC)-2,81(BC)? +0,55(Umidade)

A superficie de resposta foi plotada para entender a interaciio dos efeitos das
varidveis e para identificar os niveis 6timos de cada pardmetro e assim, alcangar o
rendimento méaximo de EGase (Figura 3). Estudos realizados por Souza et al., (1999) e
confirmados por Maciel (2006), indicam que o planejamento realizado para otimizar
condi¢des da FES, mostrou as varidveis umidade inicial e propor¢io BC como as mais
importantes na produgio de enzimas do complexo celulésico.
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Figura 3. Superficie de Resposta para Produgdo EGase em relagdo a umidade inicial do
substrato e proporgdo BC.

Neste experimento as condi¢gdes escolhidas foram propor¢do BC:FT de 1:1 e
umidade inicial de 75%. Os ensaios apresentaram valores para atividade da enzima
EGase muito préximos aos valores exibidos pela triplicata realizada no ponto central.
Sendo, o maior valor de atividade de EGase igual a 11,16 ULg™, 2,3 vezes maior do que
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o encontrado no primeﬁg blanejamento realizado, em que se obteve valor igual a 4,74
Ulg".

CONCLUSOES

Os experimentos realizados para avaliar a influéncia dos pardmetros
fermentativos na FES apresentaram resultados relevantes se comparados com a
literatura. O tempo de 192h foi determinado pelo teste cinético, a avaliacdo dos
pardmetros resultou na proporgdo BC como tUnica varidvel considerada significativa.
Para o DCCR as condigdes selecionadas foram volume do indculo a 10’ esporos.g”,
propor¢do BC:FT de 1:1 e umidade inicial do substrato a 75%, resultando em um
aumento de 2,3 vezes na produgio de EGase, que passou de 4,75 para 11,16 UL g
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