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RESUMO

Apesar da ampla utilizacdo das celulases, o seu elevado custo tem tornado alguns processos
onerosos. Estudos vém sendo desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima através de
um processo de fermentacdo em estado sélido a partir de residuos agroindustriais
lignocelulésicos, diminuindo assim os custos de producdo da enzima, e agregando valor ao
residuo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a produg@o enzimatica de celulases pelo fungo
filamentoso Trichoderma reesei LCB 48 por fermentacdo em estado sélido utilizando a fibra
de sisal como substrato. Foi realizada a caracterizacdo da fibra de sisal visando conhecer sua
composi¢ao fisica, fisico-quimica e quimica. A caracterizagdo mostrou que este substrato tem
potencial para ser utilizado na fermentacdo para producdo de enzimas celuloliticas,
principalmente por ter apresentado um percentual de alfacelulose satisfatério (58,40%), que é
indutor dessas enzimas e pH &cido ideal para a producdo de enzimas em fermentacio em
estado sélido com fungos (4,35). Foi realizada a fermentacdo utilizando o microrganismo
Trichoderma reesei LCB 48 com uma concentra¢do de 107 esporos/g, a uma temperatura de
28 °C, em substrato com 70, 80 e 90% de umidade e suplementacdo com os meios bdsico
indutores da atividade enzimatica de Mandels e Weber. Amostras foram coletas ao longo do
processo para andlises de pH, umidade, acicares redutores e atividade enzimdtica, expressa
em carboximetilcelulase, até um tempo de 474 horas. A maior atividade enzimatica obtida
para a fibra de sisal foi de 1,21 U/g em 450 horas de fermentacdo, em substrato com 70% de
teor de agua, sendo um fator positivo devido a redug¢do do uso de dgua no processo
fermentativo.

Palavras-chaves: enzimas flngicas, hidrélise enzimatica, lignocelulose.



ABSTRACT

Despite the wide use of cellulases, the high cost has made some expensive processes, studies
have been developed in order to produce this enzyme through a process of solid state
fermentation from lignocellulosic agroindustrial residues, thereby reducing the production
costs of enzyme, and adding value to waste. The objective of this study was to evaluate the
enzymatic production of cellulases by the filamentous fungus Trichoderma reesei LCB 48 by
solid state fermentation using sisal fiber as substrate. The characterization of sisal fiber was
performed to meet their physical composition, physico-chemical and chemical. The
characterization demonstrated that this substrate has the potential to be used in the
fermentation for production of cellulolytic enzymes, especially for introducing a satisfactory
alfacelulose percentage (58.40%), which is inducer of these enzymes and acid pH optimum
for the production of enzymes in solid state fermentation with fungi (4.35). Fermentation was
performed using the microorganism Trichoderma reesei LCB 48 with a concentration of 107
spores/g, at a temperature of 28 °C, substrate at 70, 80 and 90% humidity and
supplementation with the basic means of inducing enzyme activity of Mandels and Weber.
Samples were collected during the process to pH, moisture, reducing sugars and enzymatic
activity, expressed as carboxymethylcellulase, until a time of 474 hours. The higher enzyme
activity obtained for sisal fiber was 1.21 U/g in 450 hours of fermentation, in a substrate with
70% water content, a positive factor due to reduction of water use in the fermentation process.

Keywords: fungic enzymes, enzymatic hydrolysis, lignocellulose.
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1. INTRODUCAO

Considerando os nichos de atuagdo, € cada vez maior, internacionalmente, o uso de
enzimas. O mercado mundial de enzimas € da ordem de quatro bilhdes de ddlares, sendo 2,2
bilhdes de dolares o mercado de enzimas industriais (enzimas técnicas, enzimas para a
inddstria de alimentos e enzimas para ragdo animal) e 1,8 bilhdao de délares o mercado de
enzimas especiais (terapéuticas, enzimas para diagndstico e enzimas para quimica quiral). As
celulases e as amilases estdo entre as principais enzimas de uso industrial no mundo,

representando 22% desta demanda (POLITZER; BON, 2006).

A necessidade de se obter enzimas industriais de maneira economicamente vidvel
determina a busca de matérias-primas de custo baixo e renovdveis para o processo de
producdo das mesmas. Os residuos agroindustriais que possuem na sua composi¢do material
lignoceluldsico demonstram potencial de aplicacio como meio de cultura para a producdo de
celulases (SILVA, 2008). Na maior parte dos trabalhos reportados na literatura, os materiais
utilizados para a produgdo de celulases sdo de origem lignoceluldsica ou celuldsica pura

(CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Apesar da ampla utilizacdo das celulases, o seu elevado custo tem tornado alguns
processos onerosos. Estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de produzir essa
enzima por meio de um processo de fermentacdo em estado sélido de residuos agroindustriais,

diminuindo assim o custo de producdo da enzima (AMORIM, 2010).

Devido aos baixos niveis de dgua na fermentacdo em estado sélido, os fungos
filamentosos tém recebido a maioria das atengdes nas pesquisas, pois apresentam maior
capacidade de crescimento em baixas quantidades de dgua livre, uma vez que se adequam ao

meio e excretam grandes quantidades de enzimas nestas condigdes (AMORIM, 2010).

A estrutura dos materiais lignocelulésicos tem como principais componentes celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, o que os caracteriza como materiais
heterogéneos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia quanto de suporte para o

crescimento microbiano (PANDEY, 2003).

A fibra de sisal possui alto teor de celulose e é uma matéria-prima de baixo custo.

Uma das formas de agregar valor a este material € utiliza-la na obtengcdo de enzimas, tais
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como celulases, por meio da fermentacdo em estado sélido utilizando microrganismos como o
agente metabolizador de acucares e celulose. A fibra de sisal ¢ material alternativo para a
producdo de celulases devido a sua alta disponibilidade, aliada ao fato de o Brasil ser o maior
produtor mundial, levou a escolha desta fibra no presente trabalho, bem como, agregar valor a

essa matéria-prima, por meio da produgdo de substancias de interesse econdmico.

1.1 - Objetivo geral

Estudar a producao de CMCase por meio de processo de fermentacao em estado sélido
da fibra de sisal, utilizando como agente da fermentac@o o microrganismo Trichoderma reesei

LCB 48.

1.2 - Objetivos especificos

- Observar por meio da caracterizacdo fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal
a granulometria, massa especifica aparente, massa especifica, porosidade do leito formado a
partir da fibra de sisal, umidade do substrato, cinzas, pH da suspensdo, acucares redutores,

extrativos, lignina insoldvel, holocelulose, alfacelulose e hemicelulose;

- Avaliar o efeito do pH da suspensdo, a umidade e a concentracdo de agucares

redutores na obtengdo de CMCase, por meio de cinética de fermentacdo em estado s6lido;

- Avaliar o efeito do teor de 4gua na produgdo de enzimas celuloliticas.

14
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Sisal (Agave sisalana)

O sisal (Agave sisalana Perrine), origindrio da peninsula de Yucatan (México),
adaptou-se muito bem ao semidrido Nordestino, onde é cultivado em largas extensdes
(ABREU, 2010). Seu cultivo ocupa uma extensa area de solos pobres em nutrientes na regiao
semiarida dos Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, em areas onde, nao raro, € a

Unica alternativa de cultivo com resultados econdmicos satisfatérios (SANTOS et al., 2010).

O hibrido 11648 é origindrio da Africa e foi introduzido no Brasil na década de 70,
sendo resultante do cruzamento entre Agave angustifolia e Agave amaniensis. Comparado ao
sisal comum, o hibrido 11648 tem a vantagem de ser mais produtivo e tolerante a seca, o que
permite a colheita durante todo o ano. Por outro lado, é mais exigente em fertilidade do solo e
possui folhas de menor comprimento, exigindo maior esforco para o desfibramento (SILVA et

al., 2007).

Em relacdo a denominacdo botéanica, o sisal pertence a classe Monocotiledonea, série
Liliflorea, familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave, espécie Agave sisalana.
A denominacdo Agave dada ao género € derivada, apropriadamente, de agavos que, em grego,

significa admirdvel, magnifico (SILVA; BELTRAO, 1999).

De acordo com sua classificacdo taxondmica, o sisal pertence ao reino Plantae, filo
Magnoliophyta, classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, superordem Lilianae, ordem
Asparagales, familia Asparagaceae, subfamilia Agavoideae, género Agave e espécie Agave

sisalana (Figura 1).
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Figura 1 - Planta de sisal (Agave sisalana)

Silva e Coutinho (2006) afirmam que apenas 3 a 5% da massa das folhas dessa fibrosa
sdo aproveitados, e que os residuos do desfibramento sdo compostos, em média, por 15% de
mucilagem ou polpa (formado pela cuticula e por tecido palissddico e parenquimatoso), 1%

de bucha (fibras curtas) e 81% de suco ou seiva clorofilada.

A Regido Nordeste se destaca na producdo de sisal. Nessa regido o cultivo das folhas
da planta € feito de maneira muito simples. O corte € feito proximo ao tronco, em seguida €
feito o desfibramento (Figura 2), processo em que se separa o residuo das fibras. Apds esta

fase, as fibras sdo secas em varais e depois comercializadas.
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Figura 2 - Desfibramento do sisal (Agave sisalana)

Do ponto de vista anatdmico, as fibras extraidas do sisal se inserem no grupo de fibras
denominadas estruturais, cuja funcdo é dar sustentacdo e rigidez as folhas (LI; MAI; YE,
2000). Sao rigidas, apresentam superior resisténcia em comparagdo as demais fibras naturais,

além de boa durabilidade (SAPUAN et al., 2006).

As fibras sdo extraidas das folhas, que possuem de 8 a 10 cm de largura e de 150 a 200
cm de comprimento (MARTIN et al., 2009). As fibras de sisal s@o constituidas de 70 a 78%
de celulose, 10 a 13% de hemicelulose, 7 a 11% de lignina, 2% de pectina e ceras e 0 a 1% de
cinzas (MARTIN et al., 2009). Lima et al. (2013) caracterizou a composi¢ao lignoceluldsica
da fibra do sisal, proveniente do municipio de Nova Floresta - PB. Os resultados podem ser

observados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composi¢ao lignoceluldsica da fibra de sisal (Agave sisalana)

Parametros analisados Valor médio
Umidade (%) 5,70
Cinzas (%) 2,10
Celulose alfa (%) 48,80
Celulose beta (%) 4,00
Celulose total (%) 52,80
Hemicelulose (%) 19,30
Holocelulose (%) 72,1
Lignina (%) 13,50
Extrativos (%) 5,80

Fonte: Lima et al. (2013)

A fibra de sisal beneficiada € destinada principalmente a industria de cordoaria (para
confeccdo de cordéis, cordas, tapetes, capachos e outros), mas também pode ser utilizada na
fabricacdo de pasta celuldsica, empregada na confec¢do do papel kraft e de outros tipos de
papeis finos (AGOPYAN e al., 2005). E usada como fibra de refor¢co em compdsitos com
plésticos para aplicacdo automobilistica, adicdo de reforco no cimento e concreto para
aumento da resisténcia mecanica e reducdo do peso (SILVA et al, 1999). Pode ser usada

também na fabricacado de fios agricolas.

Uma pesquisa desenvolvida por Lima et al. (2013) usando fibra de sisal hidrolisada
para producdo de etanol obtiveram 92% de conversdo de glicose em etanol, o que demostra

potencial de aplicabilidade do sisal em processos biotecnoldgicos.

2.2 - Biomassa lignocelulésica

Os residuos lignoceluldsicos geralmente contém de 30 a 45% de celulose, 25 a 30% de
lignina, 25 a 30% de hemicelulose, e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos. A
propor¢do percentual desses componentes depende do tipo de material, idade e estigio
vegetativo (FUENTES, 2009). A propor¢ao de cada componente depende também da fonte a
partir da qual o material foi extraido, além de ter influéncias de condi¢des edafoclimaticas e
tipo de solo (DING; HIMMEL, 2006).
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Materiais lignocelulésicos s@o constituidos basicamente de celulose, hemicelulose,
lignina e extrativos. A maior por¢cdo de carboidratos dos materiais lignoceluldsicos €
composta por polimeros de celulose e hemicelulose, com menor quantidade de outros

acucares. Denomina-se holocelulose a combinac¢do de celulose e hemicelulose (SANTOS,

2008).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos de estruturas duras e fibrosas,
compostas principalmente dos polissacarideos celulose e hemicelulose (aproximadamente
70% da massa seca), intercalados por lignina, uma macromolécula composta de dlcoois
aromdticos. A lignina encontra-se fortemente unida aos polissacarideos por ligacdes
covalentes e hidrogénicas (NEUREITER er al., 2002). A Figura 3 exibe a estrutura

lignocelulésica.

Figura 3 - Estrutura lignocelulésica

HOH2C HOHZ2C

ey €Sy 6

HOH2C Celulose HOH2C

ol Pafe okl o ek N

. I

. ) Hemicelulose

){

Lignina

Fonte: Zampieri (2011)

A celulose responde isoladamente por aproximadamente 40% de toda reserva de
carbono disponivel na biosfera. Esta presente em todas as plantas e seu conteido pode variar

de 20 a 99% de acordo com as caracteristicas de cada espécie (FENGEL; WEGENER, 1989).

Nas plantas, a celulose estd associada a outro grupo de polimeros, como
hemiceluloses, pectinas e ligninas, o que remete a designacdo de matériais lignocelulésicos

(DESVAUX, 2005) e sdo considerados os recursos renovaveis mais abundantes na natureza
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(HAN et al., 2004). A celulose tem sido considerada como um dos mais importantes objetos

de estudo na histéria da ci€ncia dos polimeros (ZUGENMAIER, 2008).

A hemicelulose é ligada fortemente a celulose por grupos de pontes de hidrogénio
(RAVEN, 2001) e também por meio de ligacdes covalentes e ndo covalentes com lignina,
celulose e outros polimeros essenciais a parede da célula (POLIZEI et al., 2005). A xilana é
um dos maiores constituintes das hemiceluloses nos materiais lignoceluldsicos

(EBRINGEROVA; HEINZE, 2000).

No sisal, as hemiceluloses sdo predominantemente constituidas por xilanas, elas
constituem cerca de 68% do total das hemiceluloses do sisal (MEGIATTO JUNIOR er al.,
2007). Por outro lado a lignina, depois da celulose, € a macromolécula organica mais
abundante dentre os materiais lignocelulésicos. E uma substincia que vai sendo incorporada
durante o crescimento do vegetal, sendo composta basicamente de unidades de fenilpropano
que formam uma macromolécula tridimensional e amorfa. A lignina representa de 20 a 30%

da massa total do material lignocelulésico (RABELO, 2007).

A presenca da lignina na parede celular dos vegetais denota a importancia de uma
matriz rigida em torno das fibras de celulose/hemicelulose, assumindo, principalmente,
fungdes de coesdo e barreira frente a umidade (BURTON; GIDLEY; FINCHER, 2010). A
medida que ocorre o envelhecimento da planta, a quantidade de lignina tende a aumentar

(RAVEN, 2001).

Na biomassa vegetal, as cadeias de celulose se associam as hemiceluloses para formar
estruturas lineares de alta resisténcia conhecidas como microfibrilas. Camadas sobre camadas
de microfibrilas compdem as fibras da parede celular das plantas. As cadeias celuldsicas que
fazem parte de regides cristalinas e ndo cristalinas sdo rodeadas por hemiceluloses que se
associam entrecruzando-se com a lignina, nas fibras lignocelulésica (GANDINI, 2010)

(Figura 4).
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Figura 4 - Esquema representativo da associag@o entre as estruturas de celulose, hemicelulose e lignina

Hemicelulose

Celulose

Fonte: Lacerda (2012)

2.3 - Enzimas celuloliticas

A tecnologia enzimdtica €, atualmente, um dos campos mais promissores dentro das
novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e também menor consumo energético,
uma vez que as enzimas sdo biodegraddveis e sendo altamente especificas minimizam os

efeitos indesejaveis (BON, 2002).

Celulases é o nome genérico correspondente as enzimas presentes na biodegradacao da
celulose, polimero vegetal abundante na natureza. A aplicacdo das celulases abrange areas
como a produgdo de bebidas, alimentos, alimentacdo de animais, industria téxtil e a hidrélise
enzimatica da celulose com o objetivo de se obter acucares fermentdveis, utilizados para
producdo de biocombustiveis (SILVA, 2008). Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de agucares, dos quais glicose é o que
desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em etanol

(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a ligag¢do -1,4-glicosidica da cadeia da

celulose, que € o principal componente da parede celular da biomassa vegetal. Os principais
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obstaculos a exploracdo em potencial da celulase sdo rendimento, estabilidade, especificidade

e custos de producdo (Md. et al., 2008).

O complexo enzimdtico celulolitico consiste de trés classes de enzimas que atuam
sinergisticamente na hidrélise da celulose: endoglucanases (1,4-B-D-glucanglucanohidrolase),
exoglucanases (exo 1,4-B-D-glucan-celobiohidrolase) e PB-D-glucosidases ou celobiases

(JUHASZ et al., 2005).

As endoglucanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise da molécula de
celulose. Essas enzimas atuam aleatoriamente na regido amorfa da cadeia de celulose,
clivando ligagdes f-1,4 na regido central da molécula e liberando como produto

oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (DIENES; EGYHAZI; RECZEY, 2004).

A carboximetilcelulose € utilizada como substrato preferencial para a atividade dessas
enzimas. As exoglucanases ou celobiohidrolases atuam nas extremidades da molécula de

celulose microcristalina, liberando unidades de celobiose (CAQO; TAN, 2002).

As celobiohidrolases podem ser de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais
redutores, e as do tipo II, que hidrolisa terminais nao redutores. As celobiohidrolases sofrem
inibi¢do pelo seu produto de hidrélise, a celobiose. Por isso € de grande importancia a atuagdo
de outras enzimas do complexo celulolitico - as B - glucosidases (BOM; GIRIO; PEREIRA
JUNIOR, 2008).

As B - glucosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose a glicose,
reduzindo assim a inibi¢do das endoglucanases e exoglucanases pela presenca deste dimero

(PETROVA; BAKALOVA; KOLEV, 2002).

Carboidratos ou seus derivados sdo indutores de grande parte das enzimas
celuloliticas. Por isso, a fonte de carbono utilizada € de grande importancia na producdo de
enzimas. Altos rendimentos de celulases t€ém sido obtidos pela utilizacido de fontes de carbono

contendo celulose (J UHASZ et al., 2005).

As celulases sdo produzidas por uma variedade de bactérias e fungos, aerdbios e
anaerobios, mesofilos e termofilos. Contudo, poucos fungos e bactérias sdo capazes de
produzir celulases em quantidades suficientes para degradar a celulose cristalina (BHAT;

BHAT, 1997).
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A producdo de celulases por acdo microbiana tem sido foco de muitos estudos com
objetivo de estabelecer as melhores condigdes para a producdo dessas enzimas. Nesse
processo de producdo de enzima, um microrganismo € utilizado como agente metabolizador
de fontes de carbono presentes em um meio de cultivo, ou substrato, de forma que as enzimas
sdo sintetizadas e excretadas. Uma vasta gama de microrganismos tem sido estudada

extensivamente de forma a tornar o processo de enzima viavel (TAVARES, 2009).

Segundo Lynd et al. (2001) os fungos ocupam papel fundamental na degradacido de
biopolimeros de celulose e hemiceluloses sendo por isso, essenciais para a producdo de

complexos enzimaticos.

Para Menezes (1997) os fungos sdo os mais importantes microrganismos utilizados
pela industria na producdo de enzimas. As celulases fungicas tem sido estudadas devido ao
seu potencial biotecnolégico (NG, 2004). Entre os produtores de celulases estdo os géneros
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichun, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium

e Trichoderma (LYND et al., 2001).

2.4 - Género Trichoderma

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases;
apenas alguns sdao conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo capazes de degradar

a celulose natural (ROBSON; CHAMBLISS, 1989).

Conhecidos vulgarmente como bolores ou mofos, os fungos filamentosos produzem
numerosos produtos metabodlicos, alguns de grande interesse industrial, tais como: enzimas,
alcoois, 4cidos, pigmentos corantes, polissacarideos, esterdis, substiancias antibidticas
(penicilina, notatina, flavicina) e algumas bastantes complexas como a ergotinina

(CARVALHO, 1999).

Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos por suas caracteristicas, tais como
rdpido crescimento em cultura, producdo de numerosos esporos (conidios), 0s quais
comumentes sao verdes e micélio aéreo (BISSET, 1991). Trichoderma reesei é
economicamente um importante produtor de celulases e hemicelulases e também € usado para

producdo heterdloga de proteinas (KUBICEK; PENTTLILA, 1998).
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De acordo com Ahamed e Vermette (2008), a celulase produzida por fungos
filamentosos, Trichoderma reesei, ¢ o sistema enzimdtico mais eficiente para a hidrdlise
completa de substratos celuldsicos em componentes monoméricos de glicose, que € um acutcar

fermentescivel.

O complexo celulolitico extracelular do Trichoderma reesei é composto por 60 a 80%
de celobiohidrolases ou exogluconases, 20 a 36% de endoglicanases e 1% de B-glucosidases,
0s quais atuam em sinergia na conversao de celulose em glicose. A reagdo sinérgica ocorre
como resultado da acdo sequencial cooperativa entre os trés componentes do complexo
enzimatico, onde o produto de uma reacdo enzimadtica torna-se substrato para outra

(AHAMED; VERMETTE, 2008).

2.5 - Fermentaciao em estado sélido

Pinto et al. (2006) definem as fermentagdes em estdo sdlido (FES) como sendo o
processo em que hé crescimento de microrganismos sobre ou dentro de particulas da matriz
sOlida, onde a quantidade de liquido representa um nivel de atividade de dgua que possa
garantir o crescimento e o metabolismo dos microrganismos, mas nao excede a maxima

capacidade de liga¢do da 4gua com a matriz.
A FES também apresenta as seguintes caracteristicas (PINTO et al., 2006):

v’ A fase sélida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes, além de

servir como suporte para o crescimento das células microbianas;

v O ar, necessdrio ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar os espagos vazios do

meio a pressoes relativamente baixas;
v" O crescimento microbiano ocorre em condi¢des mais préximas aos do habitat natural,

v' O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo estdo completamente

acessiveis a0 microrganismo.

A fermentacdo em estado sélido tem sido preferida na producdo de enzimas
lignoceluloliticas. Isto se explica pelo grande nimero de vantagens econdmicas e de processo,
nos quais se destaca a natureza dos substratos utilizados como suporte e/ou fonte indutora na

producdo da enzima (FERREIRA, 2010).
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Segundo Singhania et al. (2010) a fermentacdo em estado sélido € vantajosa, pois,
além de simular o hdbitat natural de microrganismos flngicos selvagens, apresenta maior
produtividade dos extratos enzimdticos, menor susceptibilidade a inibicdo e maior

estabilidade das enzimas a variagdes de temperatura e pH.

As vantagens ecoldgicas da fermentacdo em estado sélido refletem o fato de que os
processos sdo conduzidos sem excesso de dgua livre, o que resulta em um consumo minimo
de dgua, uma baixa producdo de dgua efluente e eliminacdo da necessidade do uso de agentes
anti-espumantes (ALCANTARA, 2008). Outra vantagem da fermentagdo em estado sélido é
que, em muitos casos, pode-se usar residuos agricolas como fonte de carbono e energia

(PINTO et al., 2006).

Embora a fermentacdo em estado sdlido proporcione alta produtividade, alta
concentracdo de produtos e necessite de pouco espaco e energia; tem como desvantagem a
dificuldade no controle dos pardmetros do processo fermentativo (pH, temperatura,
umidade e crescimento celular) e a necessidade de volumes relativamente grandes de
in6culo. Além disso, vdrios grupos microbianos ndo conseguem se desenvolver em baixos
teores de umidade. Por isso sdo utilizados fungos filamentosos no processo, pois 0S mesmos

adaptam-se bem a essa condi¢ao (PANDEY et al., 1999).

A produtividade enzimdtica da fermentacdo em estado sélido, como todo processo
biotecnoldgico, é definida pelo microrganismo e as condi¢des de cultivo. Varidveis como tipo
e concentracdo de fontes de carbono, nitrogénio, fésforo, pH, umidade, atividade de 4gua e

temperatura representam condi¢des operacionais determinantes no processo de fermentagdo

(SINGHANIA et al., 2010).

O nivel de umidade varia de acordo com o ecossistema formado entre o
microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizacdo do substrato. Em contrapartida, o
excesso de umidade resulta na diminui¢do da porosidade, na baixa difusdo de oxigénio e na
reducdo de trocas gasosas, que prejudicam a respiracdo microbiana (HOLKER; HOFER;
LENZ, 2004).

Robinson e Nigam (2003) ainda afirmam que nesses processos o teor de umidade varia

entre 30 a 85% e a atividade de 4gua tipica vai de 0,40 a 0,90, mimetizando condicdes
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encontradas na natureza e permitindo até que sejam conduzidos sem prévia esterilizagdo, visto

que a contaminagdo € pouco provavel.

De todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a 4gua destaca-se na
FES, em virtude do seu elevado grau de interacdo com as substancias que compdem a fase
s6lida (GERVALIS; MOLIN, 2003). A dgua é responsdvel pela difusao de solutos, gases e
metabolitos inibitérios, bem como pela absor¢do celular. Pardmetros cinéticos e
termodindmicos relativos a presenca da dgua em FES devem ser constantemente estudados

para a avaliacdo dos efeitos causados no processo (PANDEY, 2003).

Na FES, as enzimas sdo produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos
insoliveis em dgua, como cereais ou derivados de cereais, na presenca de quantidades
variaveis de 4gua livre (MITCHELL; LONSANE, 1992). O substrato s6lido ndo apenas
fornece os nutrientes para os microrganismos, mas também serve de suporte para o
crescimento destes (PANDEY, 2002). Aqueles materiais que fornecem todos os nutrientes
necessarios ao crescimento celular sdo considerados substratos ideais. Entretanto, em muitos
casos, alguns nutrientes encontram-se em concentragdes abaixo da minima, sendo necessaria
suplementagdo do meio (ROCHA, 2010). A Figura 5 ilustra o crescimento de um fungo

filamentoso em meio sélido.

Figura 5 - Representacdo do crescimento de fungos em substratos sélidos
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Fonte: Holker e Lenz (2005)
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Pode-se também incorporar solu¢des de nutrientes ao substrato soélido, visando
adequa-lo melhor as condi¢des nutricionais do microrganismo para a fermentacdo desejada,
como no caso de enriquecimento protéico, no qual sdo utilizadas fontes de nitrogénio tais

como amonia, uréia ou solugdes sintéticas como o sulfato de amdénia (ROCHA, 2010).

A principal fonte de carbono para fermentacdo microbiana é a glicose, bem como
outros agucares (sacarose e maltose), além de outros compostos orginicos mais complexos,
como por exemplo, amido e celulose (PELCZAR et al., 1980). Para isso, € interessante que a
glicose esteja disponivel para o microrganismo no substrato em quantidade suficiente a
proporcionar um crescimento inicial da populacdo microbiana, mas nio o bastante para
impedir que o microrganismo seja capaz de metabolizar a fonte indutora, a celulose. Por outro
lado, é importante que a fonte indutora ndo apresente um valor percentual acentuado de forma

a inibir a excre¢do da enzima pelo microrganismo (AMORIM, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram realizados no Laboratério de Engenharia
Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenharia Quimica no Centro de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Federal de Campina Grande - PB.

3.1 - Matéria Prima

A matéria-prima utilizada neste trabalho, como meio de cultivo no processo de
fermentacdo em estado sélido para obtengcdo da enzima celulase, foi a fibra de sisal (Agave
sisalana) (Figura 6) processada em desfibrador, cedida pela fazenda Montevidéu do

municipio de Nova Floresta - PB.

Figura 6 - Fibra de sisal (Agave sisalana)

3.1.1 - Processamento da fibra do sisal

A fibra de sisal foi colocada em embalagem de vidro hermeticamente fechada e
posteriormente foi moida em moinho de facas da marca TECNAL MARCONI MA 048, para
determinacdo da granulometria e da biomassa que serd utilizada como substrato no processo
fermentativo. A fibra de sisal foi armazenada em embalagem hermeticamente fechada até o

momento de ser utilizado. A Figura 7 ilustra o aspecto da fibra de sisal cortada e triturada.
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Figura 7 - Aspecto da fibra de sisal cortada e triturada respectivamente

3.2 - Caracterizacao fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal

A caracterizacdo fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal foi realizada
avaliando-se a granulometria, massa especifica aparente, massa especifica, porosidade do
leito, umidade do substrato, cinzas, pH da suspensdo, agicares redutores, extrativos, lignina
insoldvel, holocelulose, alfacelulose e hemicelulose. A caracterizacdo foi realizada conforme

procedimentos descritos a seguir. As andlises foram realizadas em triplicata.

As andlises de extrativos, lignina insoldvel, holocelulose, alfacelulose e hemicelulose
foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Morais et al.(2010), baseada nos

procedimentos para andlise de material lignocelulésico, documento 236 da EMBRAPA.

3.2.1 - Granulometria

O perfil granulométrico da fibra de sisal, foi determinado a partir de 50 g da fibra de
sisal em uma balanca analitica, os quais foram transferidos para um agitador de peneiras
PRODUTEST na velocidade de agitacdo de 50 rpm por 13 min, em jogo constituido por sete
peneiras da série Tyler, seguindo as recomendagcdes da NBR 7181 da ABNT (ABNT, 1984):
14 mesh (1,180 mm), 20 mesh (0,850 mm), 24 mesh (0,710 mm), 35 mesh (0,425 mm), 42
mesh (0,355 mm), 65 mesh (0,212 mm) e 115 mesh (0,125 mm). O material retido em cada
peneira foi medido e os resultados expressos percentualmente em relacdo a massa da amostra

analisada.
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O célculo do didametro médio da particula D foi obtido utilizando a equagao de Sauter
apresentada por Pereira et al. (2009), em que Ay representa a fracdo de madssica retida sobre
cada peneira e D;j o didmetro médio de abertura das peneiras superior e inferior, por meio da

utiliza¢do da Equacao 1.

D= )

3.2.2 - Massa especifica aparente

A massa especifica aparente do material foi determinada seguindo a metodologia
descrita por Brasil (2005), na qual 100 g do material foram colocados em uma proveta de 500
mL, sem que houvesse compactacdo, para determinar o volume ocupado. O valor da massa

especifica aparente foi obtido seguindo a Equagdo 2.

m
v 2)

pap =
Em que:
pap - Massa especifica aparente

m — Massa da amostra (g)

v - Volume ocupado (mL)

3.2.3 - Massa especifica

A massa especifica da fibra de sisal foi determinada a partir da relagdo entre a massa e
o volume ocupado pela amostra, por meio do deslocamento de um fluido de volume
conhecido, que nesse caso foi o 6leo de soja. Inicialmente colocou-se 10 mL de d6leo de soja
em uma proveta e mediu-se o volume ocupado (V1), em seguida adicionou-se 2 g da fibra de
sisal (ma) e esperou-se que a mesma se depositasse totalmente no fundo da proveta. Por fim,

mediu-se novamente o volume indicado na proveta (V2), e o volume real do material em
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andlise foi determinado pela diferenca dos volumes (V2 - Vi) (BRASIL, 2005). O célculo da

massa especifica foi determinada pela Equacao 3.

3y m,
plgem = ©

Em que:

p - Massa especifica

ma - Massa da amostra (g)
Vi - Volume ocupado (cm?)

V2 - Volume indicado na proveta (cm?)

3.2.4 - Porosidade do leito

A porosidade do leito contendo fibra de sisal como substrato foi determinada seguindo

a metodologia descrita por Keey (1991), como mostrado na Equacao 4.

_pap
Yo,

¢ =1 @)

Em que:
- Porosidade do leito
pap - Massa especifica aparente

p - Massa especifica

3.2.5 - Umidade do substrato

A determinacdo da umidade do material foi realizado seguindo-se a metodologia
descrita em Brasil (2005). Para andlise de umidade mediu-se 3 gramas da amostra em cadinho
de porcelana previamente seco e tarado. Os cadinhos foram colocados em estufa a 105 °C por

24 horas. Ap0s a secagem, o material foi colocado em um dessecador, no qual permaneceu até
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resfriamento total da amostra e, por fim, foi medida a massa da amostra seca. A umidade, em

base imida, foi determinada seguindo a Equacao 5.

(m, —m,)

U,, (%)= x 100 (5)

Em que:
Us.u. - Umidade em base timida
m; - Massa inicial da amostra (g)

my - Massa final da amostra (g)

3.2.6 - Cinzas

O teor de cinzas contidos na fibra de sisal foi determinado seguindo a metodologia
descrita em Brasil (2005). Cadinhos de porcelana vazios foram depositados em mufla e
mantidos a 550 °C, durante 15 min. Depois foram mantidos em dessecador até atingir a
temperatura ambiente e em seguida foram medidos vazios e com 3 g da amostra. Logo apds a
medicdo os cadinhos foram levados a mufla durante 5 h a 550 °C, até obter cinza clara. Foram
entdo mantidos no dessecador até temperatura ambiente e novamente sua massa foi medida. O

teor de cinzas foi calculado seguindo a Equagao 6.

Cinzas (%) = 222 x 100 (6)
m.

Em que:
m; - Massa inicial da amostra (g)

my - Massa final da amostra (g)

3.2.7-pH

Preparou-se uma suspensido com 20,0 mL de dgua destilada e 2,0 g da amostra. Apds

homogeneizagdo, a suspensdo foi deixada em repouso por um periodo de 30 min, depois o pH
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foi mensurado em pHmetro, previamente calibrado com as solugdes padroes de pH 4,0 e 7,0

(BRASIL, 2005).

3.2.8 - Acicares redutores

A concentracdo de aguicares redutores foi determinada seguindo a metodologia descrita
por Miller (1959), que baseia-se na redu¢do do 4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 3-amino-5-
nitrosalicilico, simultaneamente com a oxidacdo do grupo aldeido do acicar a grupo

carboxilico.

Para o desenvolvimento da metodologia foi medida 1,0 g da amostra (ma) em balanca
analitica a qual foi adicionada 20,0 mL de 4gua destilada (Va) de forma que a absorbancia
lida no espectrofotometro estivesse dentro da curva de calibracdo elaborada previamente, para
que a concentracdo de acgucares redutores pudesse ser calculada com base no fator de

conversao (Fc).

Depois de dissolver determinada quantidade de amostra em um volume definido de
agua, transferiu-se 1 mL para tubos de ensaio contendo 1 mL de solu¢do DNS. Em seguida os
tubos foram levados para banho de dgua fervente por exatos 5 min. Ap0s este intervalo, os
tubos foram retirados do banho de dgua quente e colocados em banho de dgua fria por 3 min,
até completo resfriamento. Em cada tubo foram adicionados 8 mL de 4gua destilada e feita a
leitura da absorbancia imediatamente em espectofotometro a 540 nm, em solucdo branco, mas
ao invés de 1 mL de extrato de agucares, foi utilizado 1 mL de dgua destilada que foi o fluido
utilizado na extracdo dos aguicares presentes na amostra a ser analisada. A curva padrao foi
usada para transformar a leitura de absorbancia (ABS) em miligramas de acguicares redutores
por mililitro de solugdo. Efetuaram-se os cdlculos para expressar os resultados, seguindo a

Equacao 7.

ABSx F. x10xV,

7
m, x 1000 @

AR (g,r/2,) =

Em que:
AR - Acucares redutores

ABS - Absorbancia
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Fc - Fator de conversido
Va - Volume de agua (mL)

ma - massa da amostra (g)

3.2.9 - Teor de Extrativos

Para a determinacdo do teor de extrativos foi empregado o método de extracdo em
Soxhlet, sendo utilizados 6,0 g da amostra seca e 200 mL de uma mistura de ciclohexano e
etanol na propor¢do de 1:1 (ciclohexano/etanol). As amostras foram adicionadas em um
cartucho confeccionado com papel de filtro e colocadas no extrator Soxhlet. O material foi
extraido durante um periodo de 6 horas. Apds a extracdo, os cartuchos foram secos em estufa
a temperatura de 105 °C até massa constante, por meio da diferenca entre massa do conjunto
recipiente/extrativos (MRE) e da massa do conjunto recipiente/residuo de solvente (MRRS),
fazendo-se uma correcdo com relagdao ao teor de umidade (TU), calculou-se o teor de

extrativos em % conforme as Equacdes 8 e 9.

MRE(g) - MRRS(g) o
massa da amostra (g)

% Teor de Extrativos = 100 (8)

9% Teor de Extrativos x (100 - % TU)

9% Teor de Extrativos Corrigido = .

9)

3.2.10 - Teor de Lignina Insolivel

Para a determinagdo de lignina de Klason, utilizou-se cerca de 1,0 g de amostra seca e
extrativos. Esse material foi colocado em um almofariz e adicionou-se 17 mL de &4cido
sulftrico 72%, previamente resfriado em geladeira a 10 °C a 15 °C. Apds 15 min de agitacao
vigorosa com o pistilo, até nao haver mais particulas visiveis ndo solubilizadas, a mistura
permaneceu em repouso por um periodo de 24 horas para digestdo. Depois de 24 horas de
digestdo, adicionou-se 306 mL de dgua destilada para o almofariz para diluir a solucdo de
dcido sulftrico a 4%. A mistura foi quantitativamente transferida para um balao de 1000 mL.
O balao foi levado para uma manta aquecedora, conectada em um condensador, entdo o

material ficou sob aquecimento e refluxo por 4 horas, contadas a partir do inicio da fervura.
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Ap06s o resfriamento o material foi filtrado em kitassato e seco em estufa a 105 °C até massa
constante. O teor de lignina insoldvel (TLI) foi quantificado pelas Equacdes 10 e 11, com
base na massa do funil limpo e seco (MF) e na massa do funil somada a massa de lignina,

apods a secagem em estufa (MFL).

MFL(g) - MF(g)
massa da amostra (g)

%TLI=( xlOOJ—%Teor de Cinzas (10)

% TLIx [100 - (% Teor de Extrativos - % TU)]
100

9 TLI corrigido = (11)

3.2.11 - Teor de Holocelulose

Para a determinacdo do teor de holocelulose foi adicionado em um Erlenmeyer de 500
mL 3,0 g da amostra, 120 mL de dgua destilada, 2,5 g de clorito de s6dio (NaClOz) e 1 mL de
acido acético concentrado. A mistura permaneceu sob agitacdo em agitador até que o clorito
fosse dissolvido. O conjunto Erlenmeyer-reagente foi coberto com um Erlenmeyer de 25 mL
e a mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura de 75 °C por 1 hora. A mesma quantidade
de reagentes foi adicionada ao Erlenmeyer a cada hora, totalizando um periodo de digestdao de
3 h. O sistema foi resfriado, e depois filtrado a véacuo. O residuo foi lavado com &4gua
destilada, e seco em estufa a 105 °C até massa constante € medido em balancga analitica. O
teor de holocelulose foi determinado pela diferenca entre massa do funil somada a massa de
holocelulose, apds a secagem em estufa (MFH) e da massa do funil limpo e seco (MF),

podendo-se calcular o teor de holocelulose (TH%), conforme as férmulas 12 e 13:

MFH(g) - MF(g)
massa da amostra (g)

% Teor de Holocelulose =

x 100 (12)

% TH x [100 - % (Teor de Extrativos + % TU)|

% TH corrigido =
100

(13)

3.2.12 - Teor de Alfacelulose e Hemicelulose

Para 1,0 g de holocelulose seca adicionada a um almofariz, adicionou-se 15 mL de

uma solugdo de NaOH a 17,5%. Apds 2 min de contato entre a solugdo e a holocelulose,
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iniciou-se a maceragao do material por 8 min. Terminando esse tempo adicionou-se 40 mL de
dgua destilada ao almofariz e entdo realizou-se a filtracdo do material que, em seguida, foi
seco em estufa a 105 °C até massa constante. O teor de alfacelulose (TA) foi determinado por
meio das férmulas 14 e 15, com base na massa do funil limpo e seco (MF), na massa da
amostra de holocelulose (MAH) e na massa do funil somada a massa de alfacelulose, apds a
secagem em estufa (MFA) e o teor de hemicelulose foi obtido a partir da diferenca entre

holocelulose e celulose, conforme a Equacdo 16.

MFA(g) - MF(g)

9 Teor de Alfacelulose = x 100 (14)
MAH(g)

% TA corrigido = (% TH corrigido x % TA) (15)
100

THeC corrigido = TH corrigido — TA corrigido (16)

3.3 - Processo Fermentativo

3.3.1 - Microrganismo

Foi utilizado o fungo lignocelulolitico Trichoderma reesei LCB 48, proveniente do
estoque de culturas da Embrapa Semidrido, localizada em Petrolina, Pernambuco. O
Trichoderma reesei LCB 48 foi mantido em tubos tipo Eppendorf em blocos de dgar de 4 a 6
mm?, na presenca 4dgua destilada, e estocados no Laboratério de Engenharia Bioquimica

(LEB/UAEQ/UFCG) a temperatura de 8 °C (CASTELLANI, 1939).

3.3.2 - Propagacio do Trichoderma reesei LLCB 48

A partir do tubo tipo Eppendorf contendo o fungo em 4gua destilada foi realizado a
primeira propagacdo. Para tal, foram retiradas algumas gotas da suspensdo de esporos do
Eppendorf e em seguida transferidas para placas de Petri contendo meio basico formulado
pelo laboratério do CTAA (Embrapa Agroindustria de Alimentos). Neste meio a pectina é a

unica fonte de carbono, como observa-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composi¢do quimica do meio de cultura

Componentes (P.A.) Concentracao (g/L)

Pectina citrica 10,00
NaNOs 3,00
KH2PO4 1,00
MgSO4 0,50
KCl 0,50
FeSO4.7H20 0,01
Agar-agar 20,00

Agua destilada g.s.p-*

(*) q. s. p.= quantidade suficiente para. Fonte: Couri (1993)

Os componentes presentes na Tabela 2 foram dissolvidos em 4agua destilada. O meio
formado foi autoclavado por 15 min a 120 °C em Erlenmeyer de 250 mL. Apés resfriamento
o meio basico estéril foi distribuido nas placas de Petri, apds a solugdo de agar solidificar o

microrganismo foi inoculado.

Ap6s inocular o Trichoderma reesei LCB 48 em placas de Petri, as mesmas foram
incubadas a 28 °C por um periodo de 10 a 12 dias ou tempo necessario para que as placas

fossem totalmente cobertas por esporos (Figura 8).
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Figura 8 - Placa de petri com meio bésico contendo o microrganismo Trichoderma reesei LCB 48

A partir da propagacdo em placas de Petri, foi realizada uma segunda propagacio em
graos de arroz como meio de cultivo, partindo dos esporos da primeira propagacdo. Este meio
de cultura foi preparado segundo protocolo da EMBRAPA/CPATSA. Para o preparo dos
graos de arroz foi utilizado um béquer de 500 mL, no qual foi adicionado aproximadamente
125 g de graos de arroz comercial e 4gua destilada numa quantidade suficiente para cobrir os
graos de arroz. Deixaram-se os grdos de arroz imersos na dgua destilada por
aproximadamente 30 min, e com auxilio de peneira foi retirado o excesso de agua.
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 15 g de grdos de arroz previamente umedecidos foram
autoclavados por 15 minutos a 120 °C. Apd6s resfriamento os graos de arroz esterilizados

foram inoculados.

O grao de arroz foi usado como substrato devido o fungo crescer em uma superficie

maior e que consequentemente aumentar sua esporulagao.

3.3.3 - Inoculo do Trichoderma reesei LCB 48

Para preparo do inéculo, foi adicionado a cada placa de Petri com microrganismo
Trichoderma reesei LCB 48, 8 mL de espessante (Tween 80 a 0,3%) e, com o auxilio da al¢a
de platina, foi feito o desprendimento dos esporos contidos no meio de cultivo deixando a

suspensdao homogénea. Com o auxilio de um pipetador estéril, inoculou-se 1 mL de suspensdo
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de esporos em cada Erlenmeyer contendo arroz previamente autoclavado e homogeneizado.
Em seguida, os Erlenmeyers de 250 mL foram incubados a 28 °C por periodo de 10 a 15 dias,
até que todo o arroz estivesse coberto de esporos. Apdés o periodo de cultivo do
microrganismo, os Erlenmeyers foram mantidos sob refrigeracdo por periodo maximo de até 3

meses e utilizados como indculos nos ensaios de fermentacao.

O preparo do indculo para as fermentagdes foi realizado adicionando-se 40 mL de uma
solucdo de Tween 80 a 0,3% (v/v) aos Erlenmeyers contendo graos de arroz com esporos.
Apés agitagdo, os esporos foram transferidos para béquer estéril com auxilio de gaze e
algodio estéril (autoclavados a 120 °C por 15 minutos) para a contagem e posteriormente ser

incubado.

A quantificacdo da suspensdo de esporos obtida foi feita por meio de contagem de
esporos em Camara de Neubauer espelhada, também conhecida como hemacitdometro e um
microscopio Optico. Para a contagem de esporos, diluiu-se a suspensdo do indculo e
promoveu-se a homogeniza¢do com uma vigorosa agitacdo. Colocou-se esta solucdo, com o
auxilio de uma micropipeta estéril, entre a camara de Neubauer e a laminula, previamente

limpas com édlcool 70% (v/v). Realizou-se a contagem dos esporos em microscopio 6ptico.

O volume da suspensdo de esporos adicionado ao meio de fermentagdo foi ajustado de

modo a se ter um inéculo de 107 esporos por grama de meio.

A concentragdo de esporos do indculo foi calculada seguinte a Equacdo 17 e o volume

de suspensao a ser inoculada foi calculado por meio da Equacgao 18.

C Eoporos (€SPOTOS/ ML) = E x24 x10* x F, (17)

C Lseuto (€SPOTOS/2) X m (g)
C Eporos (ESPOTOS/mL)

V Suspensio (rnl‘) = (18)

Em que:

CEsporos - Concentracdo de esporos na suspensao;

E - Média de Esporos contados na Camara de Neubauer;

Fp - Fator de dilui¢do para contagem na Camara de Neubauer;

Crmgculo - Concentracio de Indculo desejada para a fermentacao;

39

Clotildes Alvino Leite, 2015



m - Massa de substrato utilizada.

3.3.4 - Experimentos de Fermentacao

Nos testes as fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyers de polietileno de 250 mL
contendo 15 g do substrato previamente umidificado. A umidade inicial do meio foi ajustada
para 70, 80 e 90% (base umida), pela adi¢do de um volume definido de 4gua destilada, que foi
determinado por meio de um balanco de massa, seguindo a Equacdo 19, o qual leva em

consideracgio que a densidade da 4dgua é igual a 1,00 g/cm?.

_m, (U,-U))

V= = 1
Aa = T pp (1-U,) (19)

Em que:

Vaa - volume de dgua a ser adicionada ao meio;
m; - massa de meio a ser umidificado;

U - umidade do meio;

U> - umidade do meio desejada;

Obs.: Ul e U2 expressos em valores decimais.

A suplementacdo do substrato foi realizada adicionando-se os meios de cultura bdsico
que foi o utilizado por Mandels e Weber (MANDELS; WEBER, 1969). Para isso, as massas
dos meios de cultura foram pesadas e diluidas no volume de 4dgua calculado pelo balanco de
massa (Equacdo 19). Por fim, adicionou-se ao substrato a dgua destilada ja com o suplemento
basico de Mandels e Weber e homogeneizou-se completamente. O meio foi deixado em

repouso por 30 min. A composicdo dos meios de cultura estd descrita na Tabela 3.
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Tabela 3 - Composicdo dos meios de complementagdo usados para indugdo da atividade enzimdtica na

fermentacdo em estado sélido por Trichoderma reesei LCB 48

Componentes Concentracao (g/L)
Ureia 0,30
Peptona 0,75
Extrato de levedura 0,25
(NH4)2S04 1,40
Minerais* 2,70

(*) 2 g/ de KH,POy; 0,30 g/L de MgS04.7H,0; 0,40 g/L de CaCl,.2H,0; 1,40 mg/L de ZnSOs; 5,00 mg/L de
FeS04.7H>0; 2,00 mg/L de CoCl,.6H,0; 1,60 mg/L de MnSO4.5H,0. Fonte: Mandels e Weber (1969)

Ap6s os 30 min, 15 g do substrato foi colocado em Erlenmeyers de 250 mL, vedados
com algoddo envolvido com gaze e papel aluminio e em seguida autoclavados por 15 min a

120°C a 1 atm.

ApOs resfriamento, o substrato foi inoculado com suspensdo de esporos de
Trichoderma reesei LCB 48. As suspensdes foram ajustadas para conter 10’esporos por massa
de substrato. Os Erlenmeyers foram incubados em estufa a 28 °C (Figura 9), sendo esta a
temperatura favoravel ao desenvolvimento do microrganismo. Em intervalos regulares de 24
horas foram retiradas periodicamente as amostras do processo, até 474 horas de fermentagdo,
determinando-se a umidade (base tmida), pH, actcares redutores e atividade enzimadtica
expressa em carboximetilcelulase. Para cada amostragem um Erlenmeyer foi retirado da
estufa, ou seja, a cada 24 horas um Erlenmeyer foi analisado, estando todos nas mesmas
condigdes iniciais do processo. As andlises realizadas ao longo das fermentacdes de umidade,
pH e acucares redutores seguiram as mesmas metodologias utilizadas na caracterizagdo da
fibra de sisal. A metodologia utilizada para determinar a atividade enzimatica serd descrita
posteriormente, ainda neste topico. Apds 42 horas de fermentacdo a fibra de sisal estava

coberta de esporos (Figura 10).
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Figura 9 - Fermentacéo em estado s6lido em fibra de sisal utilizando o Trichoderma reesei LCB 48

Figura 10 - Fibra de sisal coberta de esporos de Trichoderma reesei LCB 48 apds 42 horas de fermentagdo em

estado solido

3.3.5 - Extracao das enzimas

A extracdo do complexo enzimadtico foi realizada segundo o procedimento descrito por
Portela (2011): 2,0 g do meio fermentado foi incubado com 15 mL de tampao citrato de sédio
50 mol/L, pH 4,8, na temperatura de 28 °C, velocidade de agitacdo de 150 rpm, por 30 min,
em incubadora do tipo shake da marca MARCONI. A amostra foi filtrada em papel de filtro

qualitativo e algoddo, ambos estéreis (autoclavados a 120 °C por 15 minutos), para remog¢ao
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dos esporos. O extrato enzimdtico (Figura 11) foi utilizado para a determinacdo da atividade

enzimaética expressa em carboximetilcelulase e agicar redutor.

Figura 11 - Extrato enzimatico da fermentacdo em estado sélido em fibra de sisal utilizando o Trichoderma

reesei LCB 48

3.3.6 - Determinacao da atividade enzimatica

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglicanases, também
chamadas de carboximetilcelulases (CMCase), seguindo o procedimento descrito em Menezes
(2009), que se baseia na capacidade do extrato enzimatico em liberar agucares redutores na

presenca de carboximetilcelulose devido a hidrélise da fonte de celulose em glicose.

Para a andlise, foi colocado em um tubo de ensaio 0,5 mL do extrato enzimatico
contendo 0,5 mL de uma solugdo de carboximetilcelulose a 1% (m/v), preparada em solugdo
de citrato de s6édio 50 mol/L e pH 4,8, a uma temperatura de 50 °C por 30 minutos. Apds esse
tempo, foi colocado no tubo de ensaio 1 mL DNS para determinar a concentragao de acgticares
redutores conforme a metodologia de Miller (1959). Uma amostra em branco foi realizada
para cada analise, empregando 0,5 mL do extrato enzimatico com 0,5 mL da solugcdo de
carboximetilceluose, colocou-se 0,5 mL do extrato enzimatico com 0,5 mL de tampao citrato

de s6dio 50 mol/L e pH 4,8. Dessa forma, determinou-se a concentracao de acticares redutores
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do extrato enzimatico sem a presenga da carboximetilcelulose (AR sem cMc) € a concentragao
de actucares redutores do extrato enzimético apds incubacdo com a fonte de celulose (AR com

CMC).

Uma unidade de atividade enzimdtica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pumol de glicose, por minuto, a 50 °C e, neste trabalho, a atividade
enzimdtica foi expressa U/g de substrato imido, a qual foi calculada seguindo a Equacgéo 20.

R ivermdo X 10° (AR comeme —AR gcme) X 10°

A
CMCase(U/g) = = 20
(Ul 180 x 30 180 x 30 (20)

Nessa Equacdo, 10° é um fator de conversio que transforma as unidades de massa em
micrograma (portanto, mol em micromol), 180 é a massa molar da glicose (g/mol), 30 € o
tempo de reacdo em minutos, AR com cMmc € a leitura de agucares redutores no tubo contendo o
substrato, em que ocorreu reacdo enzimatica € AR sem cmc € a leitura de agucares redutores no

tubo da amostra em branco, com a qual ndo houve reacdo enzimética por ndao haver substrato.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Caracterizacao fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal

A caracterizagao fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal visou conhecer a sua
composi¢do, que sao importantes na sintese das celulases como percentual de celulose e
acucares redutores, bem como, varidveis que afetam o processo de fermentacdo em estado
sOlido: pH, umidade e granulometria. Os resultados da caracterizacdo estdo expressos nha

Tabela 4.

Tabela 4 - Composigao fisica, fisico-quimica e quimica da fibra de sisal

Parametros analisados Fibra in natura

Massa especifica aparente (g/ml 0,30+0,01
Massa especifica (g/mL) 1,33+0,00
Porosidade 0,22+0,04
Umidade (b.u.) (%) 4,12+0,28
Cinzas (%) 2,40+0,16

pH 4,34+0,08

AR (%) 0,32+0,04
Extrativos (%) 7,22+0,06
Lignina Insolavel (%) 11,08+0,02
Holocelulose (%) 73,61£1,92
Alfacelulose (%) 58,40%0,94
Hemicelulose (%) 15,21+2,13

N

O teor de umidade corresponde a quantidade de dgua que o material contém. A
umidade encontrada para a fibra de sisal foi de 4,12%, menor que a umidade encontrada por

Medina (1959) que foi de 10,1%.

Para utilizar a fibra de sisal como substrato para producdo de enzimas por FES, é

necessario a adequacdo do teor de umidade, porque o Trichoderma reesei necessita de teores
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mais elevados do que o encontrado (4,12%). Assim foi necessdrio a adi¢do de dgua no

substrato para o desenvolvimento do microrganismo.

Quanto ao teor de cinza da fibra de sisal, o valor encontrado foi de 2,40%. Este valor
foi préximo ao encontrado por Lima et al. (2013) que caracterizou a fibra de sisal e encontrou
valor de 2,10% o teor de cinza para o material e maior que o encontrado por Martin et al.

(2009) que foi de 1,5%.

O pH € uma varidvel importante em qualquer processo bioldgico, havendo valores de
pH minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento de cada microrganismo. O valor de pH
encontrado neste trabalho para o extrato aquoso da fibra de sisal foi de 4,34. Geralmente, os
fungos preferem pH entre 4,5 e 5,0 (SANTOS et al., 2005). Assim o pH do extrato aquoso da

fibra de sisal pode vir a promover a producao de celulases sem necessidade do ajuste do pH.

A quantidade de acucares redutores presente na fibra de sisal foi de 0,32%. Esta
quantidade de acucares foi suficiente para o crescimento inicial dos microrganismos. Lins
(2012) encontrou valor de acucares redutores de 0,21% no pedinculo de caju usado na

producdo de celulase por fermentagcdo em estado sélido.

7z

A porcentagem de extrativos presentes na fibra de sisal (7,22%) é semelhante a

porcentagem encontrada nas amostras de bagaco de caju lavado (7,60 %) (LINS, 2012).

O percentual de lignina encontrado para a fibra de sisal (11,08%) foi maior que o
encontrado por Lima et al. (2013) que foi de 5,80% e maior que o encontrado por Medina
(1954) que foi de 9,9% e semelhante o resultado obtido por Mwaikambo (2002) que foi de
11% e por Martin et al. (2009) que foi de 11,04%.

O percentual de carboidratos totais dos materiais lignocelulésicos é chamado de
holocelulose. Neste trabalho, o valor de holocelulose obtido da fibra de sisal foi de 73,61%,

préximo ao valor encontrado por Lima et al. (2013) que foi de 72,10% para a fibra de sisal.

Avaliando o teor de alfacelulose encontrado para a fibra de sisal (58,40%) observa-se
a presenca da fonte indutora para producgdo de celulase. O valor encontrado neste trabalho foi
bem superior ao encontrado por Lima ez al. (2013) na fibra de sisal que foi de 48,80%. Esta
diferencga € devido ao teor de celulose variar de acordo com a idade da planta. O valor de afla
celulose encontrado neste trabalho é superior aos valores de celulose total de alguns residuos

industriais, como o bagaco de cana-de-agticar com 46,62% (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al.,
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2011) e a palha de sorgo com 34% de celulose total (HERRERA et al., 2004). Medina (1954)
encontrou valor de celulose total de 65,8% para fibra de sisal, Martin (1998) encontrou valor

de 75,20%.

Para hemicelulose da fibra de sisal foi obtido valor de 15,21%, o qual foi maior que o
encontrado por Martin (1998) que foi de 13,87%, maior que o valor encontrado por Medina
(1994) que foi de 12% e maior que o valor encontrado por Martin et al. (2009) que foi de
10,3%.

A Figura 12 ilustra a distribuicdo granulométrica da fibra de sisal apdés moagem

mecanica.

Figura 12 - Perfis granulométricos da fibra de sisal moida
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A caracterizacdo fisica com relacdo a morfologia do substrato € essencial, sobretudo,
quanto ao tamanho e a porosidade, porque estas propriedades governam a area superficial

acessivel ao microrganismo (SANTOS et al., 2005).

A moagem mecanica do material lignocelulésico € classificada como um tratamento
fisico que aumenta a area de superficie exposta ao microrganismo. Como pode ser observado
pela distribuicdo granulométrica, a fibra de sisal apresenta a maioria (70,4%) das suas
particulas com um didmetro de 0,425 e 0,212 mm, o que corresponde as peneiras de 35 e 65

mesh. Segundo Mitchell; Berovic e Krieger (2000), o tamanho 6timo da particula deve

47

Clotildes Alvino Leite, 2015



favorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizagdo de oxigé€nio, particulas com tamanho

menores que 1 mm a 1 cm tem sido frequentemente usadas em FES.

Aplicando a equagdo de Sauter (Equacgdo 1) obteve-se um didmetro médio de 0,28 para

particulas de fibra de sisal. Que foi o didmetro do material utilizado no processo fermentativo.

O tamanho médio das particulas de residuo do meio fermentativo deve ser obtido de
forma que ndo se tenha nem particulas grandes nem pequenas. Particulas de tamanho reduzido
promovem drea superficial maior, e consequentemente maior grau de transformacio. Porém, o
processo necessita ter um diametro médio que permita a circulacdo de ar por entre a massa e a
dissipacdo de gases e calor produzidos os quais poderiam vir a prejudicar o rendimento do
processo (DEL BIANCHI et al., 2001). Particulas maiores promovem mais espaco
interparticulas, diminuindo o rendimento da absorcdo dos nutrientes pelos microrganismos

(SOUZA et al., 2007).

A massa especifica aparente (0,30 g/mL) revela que os residuos tendem a ndo se
compactarem completamente, gerando os espacos vazios entre as particulas do substrato,
suficientes para respiracdo e metabolismo por parte do microrganismo. A porosidade do leito
formado pela fibra de sisal foi de 0,22, favorecendo a aeracdo do sistema, e disponibilizando o

oxigénio necessario ao desenvolvimento do microrganismo.

Particulas de tamanho reduzido oferecem maior drea superficial ao ataque microbiana,
mas ao mesmo tempo, tende a compactar-se facilmente. Neste caso, a respiracio e aeracao do

sistema sao dificultadas (SANTOS, 2007).

4.2 - Processo Fermentativo

A Figura 13 (a) (b) e (c) apresenta o comportamento cinético da producdo de enzima,
bem como a avaliacdo do efeito da umidade inicial na fermentagdo, obtido para o substrato
com 70, 80 e 90% de umidade e suplementacdo de acordo com o meio bésico de Mandels e

Weber.

Observa-se na Figura 13 o comportamento da umidade, pH, acucares redutores e
producdo de CMCase em fun¢do do tempo de fermentacido. Os dados de atividade no grafico

estdo expressos em unidades de atividade por massa de substrato imido (U/g).
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Figura 13 - Perfil cinético do processo de producdo de CMCase por fermentacdo em estado sélido com
Trichoderma reesei LCB 48 em fibra de sisal, na umidade (a) 70, (b) 80 e (c) 90% e fonte de suplementacio de

acordo com o meio basico de Mandels e Weber
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A partir da Figura 13, observa-se a ocorréncia de atividade enzimdtica ja com 42 horas
de cultivo em todos os ensaios, a partir de 42 horas de fermenta¢do, observa-se uma produgdo

crescente na atividade CMCase em todos 0s ensaios.

O maior pico de atividade enzimatica CMCase utilizando 70% de umidade ocorre as
450 horas de fermentagdo, atingindo 1,21 U/g, utilizando 80% de umidade durante 378 horas
de fermentagdo atinge um pico maximo de 1,11 U/g e utilizando a umidade de 90% o
microrganismo encontrou condi¢des desfavoraveis, a maior producdo de CMCase ocorreu as
378 horas de fermentacdo apresentando valor de apenas 0,76 U/g, valor inferior aos
encontrados nos ensaios com 70 e 80% de umidade, sendo assim, a umidade de 90% torna-se

um fator negativo para produ¢cao de CMCase.

A Figura 13 ilustra a tendéncia de a fermentagdo ser conduzida por muito mais tempo,

por ndo ter ocorrido redugdo da atividade enzimética.

Na fermentacdo com 80% de umidade ha uma redugdo da atividade ap6s 450 horas de
fermentagdo. A Figura 13 (c) ilustra um pico de atividade em 258 horas de fermentacdo em
substrato com 90% de umidade com valor de 0,55 U/g, seguido de um processo de inibi¢ao da
enzima e um novo pico de atividade em 378 horas com valor de 0,76 U/g. Essa diminui¢do na

atividade de celulase pode ser atribuida ao efeito cumulativo de oligossacarideos
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especialmente celobiose, um dimero de glicose, que € conhecido por inibir tanto

endoglucanases como f-glucosidase (Md et al., 2008).

O valor da atividade nos substratos com 70% de umidade (0,161 U/mL) e 80% de
umidade (0,148 U/mL) foi maior que o valor encontrado por Lopes e Buzato (2008) ao
estudar a producao de celulase com Trichoderma sp. T676 por fermentacdo em estado sélido
em bagaco de cana-de-agucar, os autores encontraram um valor de atividade enzimética de
0,042 U/mL em 72 horas de fermentagdo, este valor também € menor que o encontrado no

substrato com 90% de umidade que foi de 0,101 U/mL.

O fungo Trichoderma reesei QMY -1 precisou de 14 dias de fermentacao em estado
sOlido para atingir atividades de 6 - 6,5 Ul de celulase total por grama (CHAHAL, 1985).

Neste trabalho a maior atividade foi obtida em 19 dias de fermentacdo.

Amorim (2010) obteve uma atividade enzimética expressa em carboximetilcelulase de
1,896 U/g em 18 horas de fermentacdo ao estudar a produgdo de celulases por Trichoderma

sp. em bagaco de caju.

Lins (2012) trabalhando com o bagaco de caju lavado, utilizando o Trichoderma
reesei LCB 48 como agente da fermentacdo, obteve uma atividade maxima de 0,71 U/g em
238 horas de fermentacdo. Assim, a fibra de sisal pode ser uma alternativa tdo promissora

quanto o bagaco do caju para a obtenc¢ado de celulases.

A produgdo de celulases por fermentacdo em estado sdlido tem produzido extratos
com atividade inferior a 1 U/mL. Rajeev er al. (2009) estudando a producdo da enzima
celulase utilizando Trichoderma reesei Rut C-30 em farelo de trigo quimicamente tratado

como substrato, produziu niveis de atividade de endoglucanase de 0,45 U/mL.

Rodriguez-Zuiiga et al. (2011) obteve em 72 horas de fermentacdo CMCase de 0,3

Ul/g, utilizando Aspergillus niger em residuo de cana-de-agucar.

Basso et al. (2010) apés 15 dias de fermentacao obteve valor de 0,5 U/mL ao trabalhar

com bagaco de cana-de-agucar usando Trichoderma reesei QM9414.

O nivel de umidade adequado na fermentacdo em estado sélido € varidvel e
dependente da natureza do material, das necessidades do microrganismo e da expressao de

metabolitos desejados (HOLKER et al., 2004).
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O teor de umidade do substrato exerce uma grande influéncia sobre o desempenho de
fermentacgdes, entretanto, seu controle durante o processo € muito dificil (LINS, 2012). Para
Holker; Hofer e Lenz (2004), o excesso de umidade resulta na diminui¢do da porosidade, na
baixa difusdo de oxigénio e na reducdo de trocas gasosas, que prejudicam a respiragdo

microbiana, afetando a produc¢do do complexo enzimatico.

A Figura 13 (a) ilustra que a umidade permaneceu praticamente constante no substrato
com 70% de umidade, em cerca de 70 a 68% durante 210 horas de fermenta¢do, havendo uma
reducdo apods este tempo, tendo-se no final uma umidade de 50,49%. Portanto havia atividade

de 4gua suficiente para os microrganismos manterem-se vivos apOs 474 horas de fermentacao.

Durante 258 horas de fermentacdo a umidade no substrato com 80% de umidade
permanece praticamente constante, apds este periodo ela comecga a reduzir, tendo no final uma
umidade de 72,1%. Na fermentacdo com 90% de umidade ocorre uma redugdo de 91,01 para

86,06% a umidade do meio.

Observa-se um comportamento semelhante da umidade em substrato com 70, 80 e

90% de umidade, em todos os ensaios ocorre uma reducdo no teor da umidade.

Rodriguez-Zufiga et al. (2011) ao avaliar a producdo enzimatica de celulases pelo
fungo filamentoso Aspergillus niger por fermentacdo em estado sélido, em substrato com
90% bagaco de cana de actcar e 10% farelo de soja utilizando os meios basico de cultura
para suplementacdo de Mandels e Weber e umidade de 60, 70 e 80% obtiveram melhores

resultados ao utilizar a umidade de 70 e 80%.

Ocorreu uma reducdo do pH de 4,75 para 3,4 durante a fermentacdo com 70% de

umidade devido a producdo de dcidos pelo Trichoderma reesei LCB 48.

Assim como no ensaio com 70% de umidade o valor do pH nos ensaios com 80 e 90%
de umidade também decresce, devido a formac¢do de acidos organicos pelo microrganismo. A
diminui¢do no pH pode ser atribuida, além da producdo de dcidos orgéanicos, a formacdo do
ion hidrogénio durante o consumo da amonia que foi utilizada na suplementacio de nutrientes

com o sulfato de amo6nio (AMORIM, 2010).

O pH encontrou condi¢des semelhantes para todos os ensaios estudados, ocorrendo
uma reducdo do seu valor devido a produgdo de acidos organicos. Mantendo-se numa faixa

ideal para producdo de enzimas com fungos filamentosos (ZHENG, SHETTY, 2000).
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De acordo com Ferreira (2010), os valores 6timos de pH para produgdo de celulases é
na faixa 4cida (3,6 a 5,0), enquanto que bactérias chegam a produzir celulases altamente
ativas em valores de pH alcalinos (SINGH; BATRA e SOBTI, 2001). Para os resultados desse

trabalho o valor do pH do meio est4 de acordo com os valores reportados por Ferreira (2010).

Em substrato com 70% de umidade observa-se dois picos de agucares redutores em

354 e 402 horas de fermentacdo com valor de 1,07 mg/mL.

Durante a fermentacdo com 80% de umidade ocorre um aumento na concentragdo de
acucares redutores, as 402 horas observa-se um pico desta varidvel, isto pode significar que o

microrganismo excretou enzima para hidrolisar a celulose e produzir acticar.

Como pode ser observado na Figura 13 (c¢) a maior produgdo de agucar pelo
microrganismo na fermentacio com 90% de umidade ocorre durante 282 horas de

fermentacdo com producgdo de 0,49 mg/mL de acucares redutores.

O aumento na producdo de agucares redutores pelo microrganismo pode ser observado

em todos oS ensaios.

O acumulo de agucares redutores ocorre quando a velocidade de hidrdlise de outros
carboidratos, como por exemplo, a celulose, € maior que a velocidade de absorcao de acucares

redutores por parte dos microrganismos (AMORIM, 2010).

Na Figura 14 tem-se a cinética das atividades expressas em CMCase dos ensaios com

70, 80 € 90% de umidade.
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Figura 14 - Comportamento cinético das atividades expressas em CMCase dos ensaios com 70, 80 e 90%

de umidade
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Observando a Figura 14 € possivel verificar que a maior atividade observada entre os

ensaios realizados com 70, 80 e 90% de umidade foi o pico de 1,21 U/g em 450 horas de

fermentagdo no substrato com 70% de umidade.

Segundo Murthy et al. (1993), o teor de umidade do substrato € um dos fatores que
mais afetam o crescimento microbiano e a formacdo de produto, pelo fato de determinar a
quantidade de dgua inicial disponivel para o microrganismo e por fazer com que o substrato se

dilate, facilitando, a penetracdo de micélio para a utilizagao do substrato.
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5. CONCLUSOES

e A caracterizacdo fisico-quimica da fibra de sisal demostra ser matéria-prima vidvel
como substrato para obtencdo de celulases por meio de fermentagdo em estado
solido, principalmente por apresentar um percentual de alfa-celulose satisfatorio,

que € uma substancia indutora dessas enzimas.

e A maior producdo de enzima celulase expressa em CMCase foi 1,21 U/g obtida em

450 horas de fermentacdo com 70% de umidade.

¢ A melhor umidade para produ¢do de CMCase em fibra de sisal foi de 70%, sendo

um fator positivo devido a redugdo do uso de dgua no processo fermentativo.
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6. PERSPECTIVAS

Usar o sisal hibrido como substrato para producao de celulase;

Verificar o potencial do fungo causador da doenga podridao do caule no sisal como

produtor de metabdlito secundario;

Utilizar outros produtos lignoceluldsicos da Agave sisalana (p6 de batedeira e

bagaco) para producgido de celulase.
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