[image: image3.png]1 EAICTI

| Encontro Anual de Iniciacao
Cientifica, Tecnolégica € Inovagao






Produção das enzimas celulase, xilanase e endoglicanase por fermentação em estado sólido de bagaço de cana-de-açúcar
Carina Langaro (PIBIC/CNPq/Unioeste), Debora Guerino Boico, Paola Marchiori Munheiro, Mônica Lady Fiorese, Salah Din Mahmud Hasan (Orientador), e-mail: salahdmh@gmail.com
Universidade Estadual do Oeste do Paraná/Centro de Engenharias e Ciências Exatas/Toledo, PR
Grande área e área: Engenharias - Engenharia Química
Palavras-chave: Biotecnologia, aproveitamento de resíduos, enzimas
Resumo
O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de produção das enzimas celulase, xilanase e endoglucanase por fermentação em estado (FES) sólido de bagaço de cana-de-açúcar. Para incrementar a produção dessas enzimas foi utilizado também como meio nutriente suplementar o permeado de soro de queijo, o qual contem lactose em sua composição e que funciona como agente indutor de produção de celulases. Foram testados os seguintes meios: meio nutriente adaptado de Mandels e Weber; o mesmo meio contendo o permeado de soro de queijo (163 g.L-1) e o meio contendo apenas permeado. O bagaço de cana-de-açúcar foi pré-tratado e foram utilizados os fungos A. niger e Trichoderma na FES. Os resultados das fermentações em estado sólido do bagaço de cana-de-açúcar com ambos os fungos indicaram a possibilidade de uso do permeado de soro de queijo, como meio nutriente suplementar, na produção das enzimas alcançando-se níveis favoráveis de produção de celulase (FPase) (0,45 U.mL-1), endoglicanase (1,08 U.mL-1) e xilanase (2,38 U.mL-1), no tempo de 24 à 48h de fermentação. 

Introdução
A conversão de materiais lignocelulósicos em biocombustíveis e outros produtos químicos de valor agregado pode ser obtida por meio de um sistema multienzimático atuando em sinergia. As celulases são a terceira maior enzima industrial em todo o mundo, em volume de dólares, mas, certamente, tornar-se-á o maior volume de enzima industrial a partir da sua utilização para a conversão de biomassa em biocombustíveis (Delabona et al., 2013). As xilanases são importantes enzimas que degradam o xilano, a hemicelulose mais abundante em algumas plantas. As endoglicanases agem aleatoriamente ao longo da cadeia da celulose clivando ligações internas da fibra celulósica e produzindo novos sítios de ataque para outras enzimas. O principal gargalo para uma aplicação mais ampla de enzimas no processo de conversão de biomassa é o seu elevado custo. A estratégia de sucesso para a produção de celulases pode ser conseguido através da seleção de micro-organismos e melhorando as condições do processo de fermentação. Isso inclui a triagem de micro-organismos para a obtenção de maiores atividades enzimáticas e o desenvolvimento de pré-tratamentos que alterem a estrutura da rede de celulose, aumentando a acessibilidade de enzima ao substrato (Saha & Ghosh, 2014). O crescimento de fungos filamentosos por fermentação em estado sólido (FES) é considerado vantajoso uma vez que o meio sólido simula seu habitat natural. A escolha de materiais lignocelulósicos como o bagaço de cana-de-açúcar deve ser com base na sua abundância, custo e suas características físicas e químicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de produção das enzimas celulase, xilanase e endoglucanase por fermentação em estado sólido de bagaço de cana-de-açúcar.

Materiais e Métodos
- Micro-organismos: Utilizou-se neste trabalho uma cepa local do fungo Aspergillus niger e o fungo Trichoderma sp. cedido pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia - INPA, sendo ambos reativados em meio (PDA). O preparo do inóculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 1000 mL onde se obteve a solução de esporos final, após incubação de 7 dias a 30ºC. 
A contagem dos esporos foi feita com câmara de Neubauer em microscópio óptico.

- Resíduo lignocelulósico: Foi usado como substrato na FES o bagaço de cana-de-açúcar que sofreu pré-tratamento alcalino oxidativo (Aguiar, 2010). 
- Fermentações: As FES foram realizadas em frascos erlenmeyer de 250 mL em estufa bacteriológica à temperatura de 30°C. No substrato lignocelulósico pesado foi acrescentada a solução nutriente e autoclavado. Após, adicionou-se a solução de esporos completando-se o volume de líquido com solução nutriente ajustando a umidade. A composição da solução nutriente foi adaptada de Mandels & Weber (1969). As enzimas foram extraídas usando tampão citrato (pH 5,0, 50 mM) em condições adequadas de temperatura, agitação e tempo de extração. A recuperação das enzimas se deu mediante centrifugação e filtração à vácuo em membranas 47 mm (Scheufele, 2012)
- Métodos analíticos: As atividades enzimáticas foram avaliadas em triplicata, conforme método padrão recomendado pela Comissão IUPAC sobre Biotecnologia (Wood & Bhat, 1988). A atividade da celulase foi determinada usando como substrato papel de filtro (FPase) e os açúcares redutores liberados foram determinados conforme método de Miller (1959) mediante padrões de glicose. Para se determinar a atividade endoglicanase foi utilizado substrato carboximetilcelulose – CMC e para a atividade da xilanase foi usada a xilana como substrato. Uma unidade de atividade de FPase ou endoglucanase corresponde a 1 microlitro de glicose liberada por minuto. Uma unidade de atividade de xilanase corresponde a 1 microlitro de xilose liberada por minuto. 
Resultados e Discussão

Foram realizadas fermentações em estado sólido com os fungos A. niger e Trichoderma sp utilizando o bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado como substrato, e diferentes meios nutrientes como suplementação para o crescimento dos micro-organismos. Foi testado inicialmente o meio de solução nutriente adaptado de Mandels & Weber (1969), denominado M1. Após, testou-se o meio M2 que foi a mistura do meio nutriente M1 com 163 g.L-1 de permeado de soro de queijo, obtido de indústria de laticínio local. Esse permeado contem lactose e nutrientes diversos. Por último foi utilizado como meio M3 o permeado de soro de queijo diluído em água na concentração de 163 g.L-1..

A Figura 1(a) e (b) mostra os melhores resultados obtidos das atividades enzimáticas (AE) das três enzimas. O meio M1 apresentou níveis inferiores de produção para as três enzimas e não foi graficado. Observa-se que em todas as fermentações ocorreu um aumento de atividade enzimática das três enzimas em um período até 48h, indicando um período de crescimento do micro-organismo com produção da enzima. Após este tempo verificou-se queda na AE, indicando provável desestabilização do processo, uma vez que não houve controle do pH. Os melhores resultados de AE foram obtidos com o meio nutriente contendo permeado de soro de queijo (M2). A produção de complexos multienzimáticos que possam hidrolisar a celulose pode ser potencializada em processos fermentativos com fungos filamentosos que utilizam indutores, como é o caso da lactose presente no permeado de soro de queijo (Singhania et al., 2010). Mais testes devem ser realizados com o intuito de se determinar a concentração ótima de permeado que permita obter as maiores atividades para as três enzimas simultaneamente. 
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Figura 1 – Cinética de produção das enzimas endoglicanase e xilanase (a) e FPase (b) por FES com A. niger e Trichoderma sp., utilizando os meios M2 (meio nutriente com permeado) e M3 (permeado)
Conclusões
Os resultados das fermentações em estado sólido do bagaço de cana-de-açúcar com ambos os fungos indicaram a possibilidade de uso do permeado de soro de queijo, como meio nutriente suplementar, na produção das enzimas alcançando-se níveis favoráveis de produção de celulase (FPase) (0,45 U.mL-1), endoglicanase (1,08 U.mL-1) e xilanase (2,38 U.mL-1), no tempo de 24 à 48h de fermentação. 
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