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RESUMO

Os fungos do género Trichoderma tém sido amplamente estudados devido a grande versatilidade
metabdlica em produzir diferentes compostos bioativos de importancia biotecnolégica, com
destaque para producéo de enzimas. Residuos agricolas, como diferentes tipos de bagaco,
palhas e folhas podem ser utilizados como matéria-prima de baixo custo para a confeccao de
diferentes meios fermentativos.O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de residuos
agroindustriais como substrato para producdo de celulases por Trichoderma reesei. Foram
usados folha e pseudocaule de bananeira, casca e coroa do abacaxi e farelo de trigo. Os ensaios
foram realizados em erlenmeyer de 1000 mL com 100 g de meio, em que se inoculavam os
esporos e se ajustava a umidade. A temperatura de incubacéo foi de 27°C, e o tempo total de
fermentacdo de 5 dias. Retiraram-se amostras a cada 24h, inclusive a Oh, para andlise da
atividade CMCase, por dosagem de acUcares redutores liberados da reagdo do extrato
enzimatico com solugées de CMC 4%. A atividade CMCase (endoglucanase) nas folhas de
bananeira variou de 0,47 a 2,86 U/g, sendo que a maxima atividade foi obtida com tempo de
fermentacdo de 96 horas. Para os cultivos realizados com o pseudocaule de bananeira,
observou-se que ndo houve crescimento do microrganismo durante os dias de cultivo. Nos
residuos de abacaxi, observou-se que ndo houve producdo de CMCase e isso pode ser
justificado pelos valores do teor de soélidos solaveis, que foram altos, o que leva a acreditar na
presenca de glicose nestes residuos.

Descritores: residuos agroindustriais, Trichoderma reesei, celulases.

UTILIZATION OF AGROINDUSTRIAL RESIDUES IN CELLULASE
PRODUCTION BY Trichoderma reesei FUNGI ON SOLID-STATE
CULTIVATION

ABSTRACT

The fungi of the genus Trichoderma have been widely studied because of their high metabolic
versatility in producing various bioactive compounds of biotechnological importance, especially
for the production of enzymes. Agricultural waste, such as different types of mulch, straw and
leaves can be used as raw material cost for making different fermentation media. The aim of this
study was to evaluate the use of agroindustrial waste as substrate for cellulase production by
Trichoderma reesei. Leaf and pseudostem of banana, peel and pineapple crown and wheat bran
were used. The tests were performed in 1000mL Erlenmeyer flask with 100 g of mediumin which
the spores were inoculated and the humidity was adjusted. The incubation temperature was
ambient temperature, 27°C, and the total time of fermentation was 5 days. Samples were taken
every 24 hours, including Oh, for analysis of CMCase activity by measurement of reducing sugars
released from the reaction of the enzyme extract with 4% CMC solutions. The CMCase activity
(endoglucanase) in banana leaves ranged from 0.47 to 2.86 U/g, and the maximum activity was
achieved with fermentation time of 96 hours. For the cultivations performed with the banana
pseudostem, it was observed no growth of the microorganism during the days of cultivation. On
the pineapple waste, it was observed that there was no production of CMCase and this can be
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justified by the values of soluble solids, which were high, and leads to believe in the presence of
glucose in these residues.

Keywords: agroindustrial waste, Trichoderma reesei, cellulases.

INTRODUCAO

Os processos biotecnolégicos microbianos atualmente sdo responsaveis por
uma generosa parcela da economia mundial (1), mas apesar da potencialidade do
desenvolvimento dos processos enzimaticos, varios estudos apontam os altos custos
da produgéo como um fator limitante, assim, uma das alternativas para minimizar este
problema é o emprego de residuos agroindustriais como substrato fermentescivel (2).

Tal pratica reduz os custos para aquisicao de bioprodutos de origem microbiana
e também colaboram com préaticas biotecnol6gicas mais sustentaveis (3-4). Varios
bioprocessos ja tém sido desenvolvidos com sucesso a partir desses substratos,
inclusive a produgéo de enzimas microbianas (5).

Historicamente, o aproveitamento de recursos genéticos e biolégicos ocorre em
inUmeras areas, em especial na alimentagéo, a agricultura e a medicina (6). Dentre os
recursos biolégicos mais utilizados para a aquisicdo de bioprodutos estdo os
microrganismos que produzem substancias capazes de contribuir com a satde humana
e 0 meio ambiente (7).

Das substancias produzidas por microrganismos as enzimas merecem
destaque, pois a producdo enzimética movimenta aproximadamente 2,34 bilh6es de
ddlares anuais no mercado internacional (1).

Com o avanco no conhecimento das enzimas, os fungos vém adquirindo um
status de destaque para varios tipos de industrias uma vez que existe a possibilidade
de utiliza-las para melhorar varios aspectos do produto final (8). Os fungos filamentosos
se destacam devido a sua facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas
diretamente no meio em que se encontram, ndo necessitando de ruptura celular para
sua liberacdo. Adicionalmente, apresentam elevados niveis de producdo enzimatica,
com grande potencial para diversas aplica¢gdes industriais (9).

Os fungos atuam na decomposicao de polimeros estruturais de plantas, como
celulose, hemicelulose e lignina, através da liberacdo de enzimas especificas, as
celulases, xilanases e lignases, as quais também sdo de grande interesse
biotecnol6gico devido ao potencial comercial (7). Os principais produtores de celulases
e xilanase incluem: Trichoderma reesei, Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum,

Penicillium funiculosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm sp,
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Chaetomium sp e Humicola sp (10). Assim os fungos produtores de enzimas sao
facilmente encontrados em ambientes naturais, sendo passiveis de isolamento e testes
para producéo de uma grande quantidade de enzimas.

As celulases e hemicelulases apresentam destaque no mercado de enzimas ja
gque podem ser utilizadas em diversos ramos industriais, tais como: inddstrias
farmacéuticas, téxteis, alimenticias, papeleira, producdo de biocombustiveis, racéo
animal e de detergentes (11).

As celulases atuam na degradacdo da celulose, que € um polissacarideo
constituido por unidades monoméricas de B-D-glucose e representam a estrutura mais
abundante nos vegetais (12). As celulases fazem parte da familia das glicosil-hidrolases,
gue hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos e reconhecem as ligacoes (3-1,4
entre as moléculas de glicose (13).

As celulases secretadas por fungos filamentosos sdo formadas por trés
componentes principais: as exoglucanases ou celobiohidrolases, as endoglucanases ou
celodextrinases, e as celobiases ou B-glicosidases, essas Ultimas ndo sao consideradas
como celulases legitimas, mas desempenham um importante papel na hidrolise da
celulose (14).

Atualmente toma-se como técnicas para producdo de enzimas de valor
agregado, o cultivo submerso e o cultivo em estado soélido, destas o cultivo submerso &
mais citada, mas desde meados da década de 90, o cultivo em estado sélido vem
tomando espaco entre os pesquisadores para a producdo de algumas enzimas,
especialmente daquelas envolvidas na degradacdo de polimeros vegetais complexos
(15).

O cultivo em estado sélido € tido como um processo de fermentacdo na auséncia
de agua livre entre as particulas, na qual se emprega um material natural ou sintético
como substrato sélido (15-16). Assim, a macromolécula estrutural serve de matriz sélida
e fornece o carbono e as fontes de energia como acucares, lipidios, proteinas e acidos
organicos aos microrganismos (17).

Como substratos naturais podem ser utilizados materiais organicos como
residuos agricolas, florestais e da indastria alimenticia (18). A aplicacdo de residuos é
uma forma de utilizar substratos alternativos que contribui com a solucdo de problemas
de poluigéo para as industrias, ja que permite a destinacdo destes residuos evitando
acumulo na natureza, além de reduzir 0s custos na producdo de enzimas (3-4).

A bananeira é uma das principais frutiferas em exploragéo no Brasil; entretanto,

a quantidade de bananas produzidas anualmente no Pais s6 é superada pela de
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laranjas. A bananeira é cultivada, sem excecao, em todos os estados da Federacao,
para cada tonelada de banana industrializada aproximadamente 3 toneladas de
pseudocaule, 160 kg de engacos, 480 kg de folhas e 440 kg de cascas sé&o gerados
(29).

O Nordeste destaca-se como a principal regido produtora de banana do pais,
tendo no ano agricola de 2006 uma é&rea cultivada de 210.374 hectares, com uma
producédo de 2.706.207 toneladas e um rendimento de R$ 1.056.020, contribuindo com
41,15% da area cultivada, 39% da producéo e 39% do rendimento. O Estado da Paraiba
€ 0 quarto produtor de banana da regido Nordeste, contribuindo com 9,8% da producao
regional e, 3,8% da producdo nacional. As cultivares mais difundidas sdo as do tipo
Pacovan e Prata (comum e and) que juntas ocupam 95% da area cultivada, embora
também se cultive os tipos Cavendish (grande naine, nanica e nanicao), “Terra” e “Maca”
(20).

A Paraiba € o maior produtor de abacaxi no Nordeste, regido que responde por
cerca de 38% da producdo nacional. Em 2011, foram cultivados no Estado 9.216
hectares e obtidos 276 milhdes de frutos, correspondendo a 40,2% da area e 45,2% da
producdo regional. As regides da Mata e do Agreste Paraibano respondem por cerca de
76% da area cultivada e 23% da producao do Estado (21).

O abacaxi € um fruto comercialmente importante no mercado brasileiro, com
grande potencial de exploracdo, ndo s6 in natura, mas também na forma de
processados. Porém, para disponibiliza-lo dessa forma, técnicas de conservagao devem
ser estudadas (22). A composicao quimica dos residuos de abacaxi ainda nao € muito
bem caracterizada. Porém seus subprodutos e residuos agroindustriais apresentam
potencial importancia como fonte de compostos fendlicos.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de celulases, pelo fungo
Trichoderma reesei, através do cultivo semissélido, usando os residuos de folha e
pseudocaule de bananeira, farelo de trigo e a casca e coroa de abacaxi como

substratos.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo
O microrganismo utilizado foi o Trichoderma reesei, cedido pela Fundag¢éo André
Tosello e pertence a Colecao de Culturas Tropicial (CCT), com namero CCT 2768. O

microrganismo foi conservado sob refrigeracdo, em meio de aveia.
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Inoculo

Foi feito o repique do fungo do estoque para placas de Petri contendo meio BDA
(Batata, Dextrose, Agar) e clorafenicol 0,1%. As placas contendo o meio BDA foram
inoculadas com o Trichoderma reesei e incubadas em temperatura ambiente por cinco
dias, para o crescimento do mesmo.Apds o crescimento, foi feita a suspenséo dos
esporos, usando agua destilada estéril para raspagem das placas. A suspenséo de
esporos foi acondicionada em tubo estéril.

A guantificacdo da suspensao assim obtida foi feita através de contagem dos
esporos em camara de Neubauer espelhada, com auxilio do microscépio. Todo o
processo foi feito proximo ao bico de Bunsen, a fim de evitar qualquer tipo de

contaminacao.

Meio de cultivo

Como meio de cultivo foram utilizados pseudocaule e as folhas de bananeira,
casca e coroa de abacaxi e farelo de trigo.

O pseudocaule e as folhas de bananeira foram obtidos na cidade de Bananeiras-
PB.Os abacaxis e o farelo de trigo foram adquiridos no comércio local da cidade de Joao
Pessoa-PB.

Os residuos de banana e abacaxi foram lavados em agua corrente e depois
cortados em pequenos pedacos. Apos isso, foram dispostos em bandejas e
encaminhados para secagem em estufa a 60°C, por um periodo de aproximadamente
48 horas. Os residuos secos foram triturados e depois armazenados em recipientes

fechados a temperatura ambiente.

Caracterizacdao fisico-quimica

A caracterizacéo fisico-quimica dos residuos quanto ao pH, umidade, densidade
aparente e teor de sélidos solluveis (°Brix) foi realizada conforme procedimentos
descritos a seguir.

Para o pH, preparou-se uma suspensao com 10mL de agua destilada e 1,0 g de
residuo. Apés homogeneizacéao a suspensao foi deixada em repouso por um periodo de
aproximadamente 20 minutos. Apés isso, o pH foi mensurado em pHmetro digital, que
foi previamente calibrado com as solu¢des padres (pH = 4,0 e pH = 7,0). As analises

foram feitas em duplicata, para cada residuo.
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Para a andlise da umidade, foi determinado o peso seco de quatro placas de
Petri e nelas foram pesados cerca de 2 gramas de cada residuo, em duplicata. Apos 24
horas, em estufa a 105°C, foi determinada a umidade dos residuos.

Para a densidade aparente, pesou-se 100 gramas dos residuos, que foram
colocados em proveta de 250mL para determinar o volume ocupado, sem que houvesse

compactacdo dos mesmos.

Ensaios fermentativos

Os cultivos foram feitos utilizando 50% de cada residuo (folhas e pseudocaule
de bananeira, casca e coroa de abacaxi) com 50% de farelo de trigo, para um total de
100 gramas de massa. Os substratos foram umedecidos com uma solucdo do meio
liguido proposto por Mandels e Weber (23): Ureia 0,30g/L; (NH4)2S04 1,4g/L; KH2PO4
2,0g/L; CaCl; 0,30g/L; MgS0..7H20 0,3g/L; FeS0..7H205,0 mg/L; CoCl,.6H,0O 20 mg/L;
MnS0,4.7H20 1,6 mg/L; ZnS0..7H20 1,4 mg/L; Peptona 0,75 g/L.Para o preparo dessa
solucéo, € necessario calcular a quantidade de agua que sera utilizada e esse calculo é
feito de acordo com a umidade de cada residuo. A Equacdo 1 foi utilizada para o calculo
da quantidade de agua. O preparo da solucao de Mandels e Weber foi feito com a soma
das quantidades de agua de cada residuo, fazendo a devida propor¢éo para um litro.

__ massado residuo * (umidade ideal-umidade do residuo)
Myp0 = (1)

1-umidade ideal

Apoés o preparo do meio de Mandels, os residuos foram umedecidos com a
quantidade de agua calculada através da Equacao 1. Os residuos ja umedecidos foram
dispostos em Erlenmeyer de 1000mL e esterilizados em autoclave por 15 minutos e
temperatura de 120°C. Apds a autoclave, os Erlenmeyer com os meios de cultivo foram
deixados em temperatura ambiente para resfriar.

Com os meios de cultivo ja resfriados, foi feita a inoculagcdo com os esporos
previamente suspensos. O volume de suspensao de esporos adicionado aos meios de
fermentacéo foi ajustado de modo a ter-se uma concentracdo de 10° esporos por grama
de substrato sdlido.Foi necessario homogeneiza-los bem para um crescimento uniforme
do fungo. A umidade inicial utilizada nos cultivos foi de 50% e a temperatura ambiente,
em torno de 27°C. Todos os cultivos foram realizados em duplicata.

A cada 24h de cultivo, inclusive a Oh, foi retrada uma amostra de
aproximadamente 3 gramas de cada cultivo, para analise do pH, umidade e atividade

enzimética. A extragdo do complexo enzimatico foi realizada adicionando-se 11
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mL/grama de solugéo salina 0,9% (pH 4,5) em temperatura ambiente. Apds adicdo do
tampéo as amostras foram homogeneizadas e deixadas em repouso por 30 minutos.
Depois foram filtradas, usando papel de filtro qualitativo. O filtrado foi estocado em
microtubos e congeladas para posterior analise de atividade de CMCase.

Atividade enzimatica

Para a analise da atividade enzimatica CMCase, que representa a dosagem de
endoglucanases, seguiu-se o protocolo da reacdo enzimatica utilizando
carboximetilcelulose (CMC) como substrato. Foi preciso, primeiramente preparar
solucéo de DNS (&cido 3,5-dinitro salicilico)e da sua curva padréo de glicose.

Para o preparo da solugdo DNS, foi necessario adicionar 50mL de NaOH 2N a
2,59 de DNS e aproximadamente 125mL de &gua destilada e agitar até a
totaldissolugéo. Depois, foram adicionados 75 g do sal de Rochelle e o volume foi
completado para 250mL. Esse reagente foi guardado ao abrigo da luz..

Para elaboracdo da curva padrdo de glicose, o seguinte procedimento foi
utilizado: pesou-se 0,369 de glicose e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100
mL, completando o volume com agua destilada, homogeneizando vigorosamente. Em
seguida, transferiu-se 0,5; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5 e 9,0 mL da solu¢céo-mae para tubos de
ensaio e completou-se o volume de cada tubo para 10mL, com agua destilada. Apés
isso, 0,5 mL de cada tubo foram transferidos para novos tubos de ensaio, que ja
continham 0,5 mL de solu¢cdo DNS (em duplicata). Esses novos tubos foram aquecidos
em banho-maria a 100°C por 5 minutos e depois esfriados em banho de gelo até a
temperatura ambiente. Finalmente, 6,5mL de agua destilada foram adicionados a cada
tubo de ensaio e eles foram homogeneizados (Figura 3). A leitura foi realizada a 540nm,
em espectrofotdbmetro. O branco foi feito com 0,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de
solucédo DNS.

A atividade carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada de acordo com a
metodologia padrédo descrita por Ghose (24). O método se baseia na dosagem da
concentracdo de acUcares redutores liberados durante a degradacdo do substrato
carboximetilcelulose (CMC).

O meio reacional foi formado por 0,25 mL de uma solucédo de CMC 4 % g/L em
tampao citrato de s6dio 50 mM pH 4,8 e 0,25 mL do sobrenadante das culturas (extrato
enzimatico). A mistura reacional foi incubada a 50 °C, durante 10 minutos. A reacéo
enzimatica foi interrompida pela adi¢do imediata de 0,5 mL de DNS (&cido 3,5-dinitro

salicilico). O reagente DNS, além de interromper a reacdo enzimatica, possibilita a
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realizacdo da dosagem da concentracdo de agucares redutores produzidos pela acao
enzimética, obtida apds fervura por 5 minutos a 100 °C. A leitura da absorbéncia foi
realizada em espectrofotbmetro a 540nm, apds diluicdo com 6,5mL de agua destilada.

O valor da atividade enzimética CMCase pode entdo, ser calculado através da
Equacéo 2:

(A—B)*f*d*O,S( )
0,18%10%0,25

CMCase (U/mL) =
Onde:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbancia do controle da amostra;

f = Fator de converséo da curva de calibracdo (mg/mL);
d = Diluicdo da amostra (mL/g)

0,5 = Volume total do meio de reagéo (mL);

0,18 = Fator de conversado de mg para pumol de glicose;
10 = Tempo de reacao (min);

0,25 = Volume da enzima no meio de reagéo (mL).
RESULTADOS E DISCUSSOES
A caracterizacdo fisico-quimica dos residuos secos e triturados (folhas e
pseudocaule de bananeira, casca e coroa de abacaxi), utilizados como meio na

producado de enzimas por cultivo semissolido esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores dos parametros para os diferentes residuos

PARAMETROS UNIDADE | FOLHAS PSEUDOCAULE | CASCA COROA
ANALISADOS
Umidade % 7,30 6,86 11,01 8,42
pH - 7,04 8,02 4,29 4,93
Densidade aparente g/mL 0,044 0,064 0,100 0,059
Teor de sélidos °Brix 0,78 1,98 5,5 3,25
sollveis

Os teores de umidade encontrados para os residuos, apos a secagem, mostram
que eles podem ser armazenados ha temperatura ambiente. Assim, todos os
experimentos puderam ser realizados com o mesmo residuo, evitando variagées de

composicao inerentes as diferentes safras.

REVISTA SAUDE E CIENCIA On line, 2014; 3(3): 150-163, set-dez, 2014.



Santos FA, Melo ALM, Bonfim KS, Barros TVF, Santos SFM. UTILIZACAO DE RESIDUOS NA PRODUCAO DE CELULASES
PELO FUNGO Trichoderma reesei

O pH das folhas de bananeira € proximo a neutralidade e o pseudocaule tem um
pH basico, o que para o crescimento de fungos néo é favoravel. Mas, por outro lado, o
pH dos residuos de abacaxi € &cido, o que favorece o desenvolvimento de fungos no
meio de cultivo.

A densidade aparente de todos os residuos € bem pequena, o que implica na
utilizacdo de uma massa de meio menor, para um volume de 1000 mL. Ja o teor de
solidos soluveis mostra que a casca e a coroa de abacaxi possuem uma maior
gquantidade de aclcares que as folhase o pseudocaule de bananeira.

Uma comparacdo entre os oito cultivos e seus diferentes valores de pH e
umidade estéo relacionados nasFiguras 1 e 2. Os graficos estdo representados pelas

médias de pH e umidade para cada residuo, ja que os ensaios foram realizados em

duplicata.
8
T
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5 i b Folhas
= o
[
4 Pseudocaule
3 Casca
2 Coroa
1

0 24 48 72 96 120
Tempo de fermentagao (horas)

Figura 1 — Comparacéo entre os valores de pH para os diferentes cultivos.

A partir deste grafico é possivel perceber que os valores de pH para o cultivo
utilizando o pseudocaule de bananeira permaneceram praticamente constantes, entre
6,7 e 6,9, evidenciando que nao houve crescimento do fungo. No cultivo utilizando as
folhas de bananeira, o pH variou de 6,4 até 7,3. Para os dois residuos de abacaxi,
observa-se que houve uma variacao do pH de 5 até 6 para a casca e de 5,1 até 6,7
para a coroa. I1sso comprova que houve crescimento do microrganismo nesses ensaios

fermentativos.
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Figura 2 — Comparacao entre os valores de umidade para os diferentes cultivos.

A previsédo era que os cultivos fossem realizados com 50%. Todos os cultivos
estiveram na faixa 42-49%, préximo aos valores previstos, mas com valores menores.
Isto pode ter ocorrido devido a perda de umidades dos meios durante o processo de
esterilizacdo. Nao houve variacdo da umidade dos meios durante os cinco dias de
cultivo.

A umidade é um fator critico para o crescimento de fungos em substrato soélido.
Como a gquantidade de agua é sempre limitada, o controle do nivel de umidade é
essencial para a otimizacao do processo em estado sdlido. O teor de agua adequada
para o substrato deve permitir a formacdo de um filme de &gua na superficie, para
facilitar a dissolugéo e a transferéncia de nutrientes e oxigénio. Entretanto, os espacos
entre as particulas devem permanecer livres para permitir a difusdo de oxigénio e a
dissipacéo de calor.

Na Figura 3, € apresentado o resultado de atividade celulolitica CMCase em
funcdo do tempo de fermentacdo, para o cultivo realizado com a folha de bananeira
(50%) e farelo de trigo (50%). As atividades estao expressas em unidade de atividade
enzimatica (U) por grama de substrato (g). Os pontos representam a média das

repeticdes (os experimentos foram realizados em duplicata).
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Figura 3 — Atividade CMCase produzida pelo fungo T. reesei em funcédo do tempo.

Na Figura 3, se observa que a maxima atividade (2,86 U/g) foi obtida apds 96
horas de fermentacdo na temperatura de 27°C. Ainda assim, esses resultados
encontrados sugerem que a proporcao de residuos e as condic6es do meio utilizados
nado foram as ideais, pois os valores de atividade CMCase encontrados foram baixos
em relagéo aos valores citados na literatura.

Delabona et al. (23) avaliaram a producédo de celulases por Trichoderma
polysporum em diversos substratos e obtiveram valores de atividade CMCase de 75,0
U/g ao final de 192 horas de fermentacgéo, para cultivo realizado com bagaco de cana e
farelo de milho a 60% de umidade, e 62,5 U/g utilizando apenas farelo de trigo a 40%
de umidade. Quando avaliaram a producéo de celulases por Trichoderma harzianum,
obtiveram valores de 72,2 U/g e 65,8 U/g para cultivos realizados com bagaco de cana
e farelo de milho e apenas farelo de milho, respectivamente, a 192 horas de
fermentacéo.

Xia e Cen (24) obtiveram 128 U/g de CMCase a 148 horas de fermentacdo em
condigbes otimizadas de umidade e meio suplementar utilizando fermentacdo em
estado solido no substrato farelo de trigo com 70% de umidade pelo fungo Trichoderma
reesei, consideradoum dos melhores fungos celuloliticos.Os resultados demonstram a
influéncia da utilizacdo das diferentes fontes de carbono e nitrogénio, bem como o
comportamento dos microrganismos frente as diferentes condicdes oferecidas.

Para os cultivos realizados com o pseudocaule de bananeira e farelo de trigo,

observou-se que nao houve crescimento do microrganismo ap6s 96h de cultivo.

REVISTA SAUDE E CIENCIA On line, 2014; 3(3): 150-163, set-dez, 2014.



Santos FA, Melo ALM, Bonfim KS, Barros TVF, Santos SFM. UTILIZACAO DE RESIDUOS NA PRODUCAO DE CELULASES
PELO FUNGO Trichoderma reesei

Para os cultivos realizados com residuos de abacaxi, que compreendem a coroa
(50%) + farelo de trigo (50%) e a casca (50%)+ farelo de trigo (50%), observou-se que
o Trichoderma reesei cresceu bem durante as 120 horas de cultivo, no entanto n&o
houve atividade de CMCase. Um dos provaveis motivos da nao produc¢éo da atividade
de CMCase pode ser justificado pelos valores do teor de sélidos soluveis (°Brix) que
foram de 3 para coroa e 5 para casca, 0 que leva a acreditar na presenca de glicose
nestes residuos. A producao de CMCase sofre repressédo catabdlica quando a glicose
esta presente no meio. Assim, o microrganismo cresce, usando a glicose presente no
meio, mas ndo produz a enzima de interesse. Logo, os residuos de abacaxi ndo sao,
desta forma, bons indutores da atividade de CMCase.

Os resultados deste estudo evidenciaram que a producao de celulases depende
do tipo de substrato e que o uso de um método distinto torna dificil a comparacdo com

os resultados obtidos por diferentes autores.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados mostram o potencial do cultivo semissélido para
producdo das enzimas celuloliticas utilizando os residuos de banana e farelo de trigo
como substratos indutores.

Para o cultivo utilizando folhas de bananeira e farelo de trigo como substrato, o
maior valor de atividade enzimatica CMCase foi alcancado a 96h, com 2,86 U/g. Para
aumentar estes valores de producdo de atividade de CMCase é necessaria avaliar
combinacdo dos residuos em diferentes condicbes de umidade, temperatura e
concentracao de inéculo.

Para os cultivos realizados com os residuos de abacaxi nao houve producao das
enzimas de interesse. Para evitar o problema de represséao catabdlica, possivel motivo
da ndo producéo de atividade de CMCase, uma alternativa seria a lavagem do residuos
até °Brix zero.

A fermentacdo em estado semissolido € uma tecnologia capaz de propor
caminhos alternativos para a reutilizacdo dos residuos gerados, diminuindo passivos

ambientais, bem como a valoriza¢do econémica desses rejeitos.
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