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Resumo: Fungos tém se mostrado eficientes fontes
para obtencdo de enzimas devido ao rapido crescimento
e possibilidade de aumento da producdo. Assim, neste
trabalho foram otimizadas as condic¢Ges de producdo de
celulases a partir do fungo Annulohypoxylon Stygium
isolado a partir de caules de mandioca variando-se o
tempo e a temperatura de fermentag&o. O tempo ideal foi
de 14 dias a temperatura de 22°C. A avaliacdo da fonte
de carbono mostrou uma maior producdo de celulases
utilizando-se bagaco de cana.

1. Introducéo

A busca por biocombustiveis tem crescido
significativamente nos ultimos anos devido ao forte apelo
ambiental pela reducdo do uso de combustiveis fosseis.
Neste cendrio, o bioetanol se mostra um biocombustivel
promissor devido a grande diversidade de matérias
primas para sua obtencao tanto a partir de fontes direta de
aclcar (bioetanol 1G) ou a partir de residuos
lignocelul6sicos (bioetanol 2G)

Destes, para a producdo de bioetanol 2G, vérias
etapas sdo necessarias para a obtencdo dos agUcares
fermentesciveis sendo as etapas principais o pré-
tratamento do material lignoceluldsico, a etapa de
hidrélise e, por dltimo, a fermentacdo. Com relagdo ao
pré-tratamento, atualmente os mais utilizados sdo os
tratamentos basicos, acidos e hidrotérmicos que levam a
modifica¢fes na composic¢do do material lignocelulésico,
principalmente com relacéo a reducédo do teor de lignina
e, assim, favorecem a etapa posterior de hidrdlise. Ja,
com relacdo a etapa de hidrolise, o processo mais
utilizado é o acido, porém, muitos estudos tém mostrado
a eficiéncia do processo enzimatico utilizando hidrolases.
Porém, o processo de hidrdlise enzimatica apresenta
elevado custo, o que motiva o desenvolvimento de
pesquisas de novas fontes de celulases visando a reducéo
do valor da enzima, foco do presente trabalho.

2. Metodologia

Inicialmente, o fungo Annulohypoxylon stygium
(CA4) foi submetido a repiques consecutivos em meio
batata dextrose agar (BDA) por 7 dias a 24°C. Apds essa
etapa, o fungo foi submetido ao crescimento em meio
liquido [(NH):SOs (3,5 g/L), KH:POs 3,0 (g/L),
MgS04.7H,0 (0,5 g/L), CaCl (0,5 g/L), peptona (0,5%),
extrato de levedura (0,20%), ureia (0,03%) e, 0,1 % de
uma mistura de sais composta por FeS04.H20 (5 mg/L),
MnSO4.H,O (1,6 mg/L), ZnSO.7H;0 (1,4 mg/L)]
variando-se 0 tempo e a temperatura. Todos 0s processos
foram realizados utilizando-se uma rotacéo de 160 rpm e
0s resultados avaliados utilizando-se o programa

Statistica 14.0.0.15. Também foi avaliada a melhor fonte
de carbono sendo testada a utilizacdo de bagaco de cana,
celulose, sacarose e glicose.

Durante a determinagdo da atividade de celulases,
100 mg de papel de filtro n°® 1 foram colocadas em
contato com 1 mL de extrato enzimatico e, 2 mL de
tampdo citrato de sodio 50 mM (pH 4,8) e o sistema
incubado por 60 min a 50°C. A atividade das
exopeptidases foi determinada utilizando-se 0,5 g de
celulose microcristalina misturadas com 10 mL de
tampéo citrato de sédio 0,1 mol/L pH 4,8 ¢, 3,3 mL do
extrato enzimatico obtido. Os sistemas reacionais foram
aquecidos a 40°C, sob agitacdo, durante 40 h e 200 rpm.
Ja, para determinagdo da atividade das endoglucanases,
foi utilizada uma solucdo de CMC 2% (2 mL) que foram
misturados com 1 mL de extrato enzimatico a 50°C
durante 30 min. A concentragdo de aglcares em ambos
os casos foi determinada utilizando-se a metodologia do
DNS via espectroscopia UV/VIS a 540 nm. Para a
avaliacdo da presenca de B-glicosidase, 0,9 mL de uma
solugdo de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 50 mM,
pH 4,8 (0,03 mol/L) foram misturados com 0,1 mL do
extrato enzimatico e, a mistura foi incubada por 15 min a
50 °C e 125 rpm. As concentragdes de p-nitrofenol foram
determinadas via HPLC. Também foi avaliada a
concentracdo de proteinas em cada extrato pelo método
de Bradford.

Apb6s a producdo da celulase na condicdo ideal
estipulada, a mesma foi utilizada para a realizacdo da
hidrélise enzimética do bagaco de cana previamente
submetido ao pré-tratamento em meio basico (solucéo de
soda 9%) e, posteriormente ao processo de fermentacdo
utilizando-se o microrganismo  Saccharomyces
cerevisiae Y-904.

3. Resultados e Discussdes
No presente trabalho, inicialmente o fungo CA14 foi
submetido ao crescimento em meio BDA e,
posteriormente, ao crescimento em meio liquido
modificando-se a temperatura e o tempo (Figura 1) para
otimizacdo da producéo de celulases.
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Figural - Crescimento em meio BDA e meio liquido
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Apbs o crescimento em meio liquido levando em
conta diferentes condicBes de tempo e temperatura, foi
realizada a avaliacdo das atividades enzimaticas
referentes a producdo de celulases, bem como a
determinacédo da concentracéo de proteinas. Desse modo
0s resultados obtidos demonstraram que o CA14 produz
mais enzimas em condigdes de baixa temperatura e longo
tempo de crescimento.

Tabela | — Atividade especifica - producdo de celulases

T oC |t (dia) Exoglucanas| Endoglucanase | B-glicosidase | Celulase
e (U/mg) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
40 8 1,99 0,114 0,000 0,236
40 8 1,86 0,102 0,000 0,256
40 2 4,01 0,109 0,002 0,249
61,2 | 8 1,79 0,097 0,000 0,047
40 | 14 2,55 0,104 0,033 0,204
55 12 1,98 0,081 0,028 0,489
25 4 2,05 0,188 0,000 0,361
188 | 8 1,44 0,197 0,317 0,257
25 12 7,11 0,342 5,443 0,752
55 4 2,76 0,107 0,073 0,042

Os resultados obtidos foram analisados via superficie
de contorno nos fornecendo os intervalos em que o fungo
apresentou melhor desempenho (Figura 2). A fim de se
obter um valor mais exato sobre a condi¢do de
crescimento do fungo, os dados também foram avaliados
utilizando-se a funcéo de desejabilidade (Figura 3), sendo
possivel verificar que a temperatura ideal foi de 22°C e 0
tempo de crescimento do fungo de 14 dias.
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Figura 2 — Superficie de contorno obtida
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Figura 3 — Determinagdo do tempo e temperatura ideais
de crescimento

Analisando-se a melhor fonte de carbono, verificou-
se que o bagaco de cana se mostrou mais efetivo na
producdo de celulases sendo obtida uma maior
concentracdo de aglcares durante a andlise da producéo
de endoglucanase e celulase (Figura 4).
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Figura 4 — Determinacdo da melhor fonte de carbono
(*exoglucanase, *endoglucanase, °celulase)
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Na hidrélise do bagaco de cana foi obtida uma
conversdo da holocelulose em agUcares fermentersciveis
de 0,63 %. Salienta-se que a baixa concentracdo se deve
ao fato da ndo realizagdo da pré-purificacdo da celulase e
baixa atividade enzimatica, que levou a baixa conversédo
da celulose em agucares fermentesciveis. O hidrolisado
foi entdo submetido a etapa de fermentacdo, sendo
verificado um rendimento de 98 % durante esse processo.

4. Conclusdes

A partir do presente trabalho verificou-se que as
condicdes ideais para o crescimento do fungo tempo de
fermentagdo de 14 dias, temperatura de 22°C e, como
fonte de carbono, o bagaco de cana. Verifica-se também
a eficacia do extrato enzimatico na hidrélise do bagago
sendo necessaria a realizagdo de etapas de purificacdo
visando o aumento da conversdo da celulose em agtcares
fermentesciveis. Em trabalhos futuros sera importante a
realizacdo da purificacdo da enzima e avaliagdo do
aumento da eficécia da hidrolise enzimatica.
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