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Introducéo

O bagaco de cana-de-agucar, € um dos mais abundantes subprodutos derivados da industria
sucroalcooleira, sendo um residuo fibroso do colmo, é classificado como residuo do processo de
obtencdo do caldo de cana para producdo de acgucar e alcool. Ao ser hidrolisado, o produto
apresenta uma fase liquida, constituida principalmente de glicose e xilose, entre outros agucares
(Bocchini et al., 2002).

Os fungos filamentosos mais comumente utilizados sdo os fungos do género Trichoderma e
Aspergillus, tendo como producdo principal as enzimas celulases, sendo essas formadas por trés
componentes principais: as exoglucanases ou celobiohidrolases; as endoglucanases ou
celodextrinases; e as celobiases ou B-glicosidases, entretanto, essas Ultimas ndo sdo consideradas
como celulases legitimas, mesmo desempenhando um importante papel na hidrélise da celulose
(Martins et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimatica e enriquecimento proteico, a
partir da producdo por fungos do género Trichoderma, em fermentacdo submersa, analisando as
varidveis que influenciam na producdo de celulases usando o bagaco de cana-de-aglicar como
substrato.

Metodologia

As andlises de determinacdo da concentragdo de enzimas foram realizadas nos Laboratérios
de Microbiologia, Bromatologia e Fisico-quimica do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais
(IFNMG) — campus Salinas.

Material

O microrganismo foi adquirido a partir de materiais provenientes de animais ruminantes,
sendo esses materiais obtidos com ajuda de alunos do curso de Medicina Veterinaria. Os meios de
cultura, reagentes e materiais necessarios para o desenvolvimento do projeto foram obtidos e
disponibilizados pelo Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (IFNMG) - campus Salinas

Meétodos

O fungo teve sua manutencdo a partir de repiques periddicos a cada trés meses em meio
Batata, Dextrose, Agar (BDA).

A producéo das enzimas se deu a partir de fermentacdo submersa durante 10 dias em banho
maria com agitacdo a 100 rpm, onde as amostras foram retiradas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 10. A
fermentacdo sucedeu em meio contendo 0,5 g da fonte de carbono acondicionada em pequenos
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sacos de tecido néo tecido (TNT), juntamente com 25 mL de caldo Sabouraud e 0,025 mL de Ureia
como fonte de nitrogénio.

O processo de fermentacdo ocorreu em tubos Falcon de 50 mL, auto clavados, utilizando
uma suspensdo do fungo Trichoderma sp. padronizado a um volume de 5ml, conforme a
metodologia descrita por Rizzatti et al., (2001). Apds o término das fermentagdes, as amostras
foram centrifugadas a 4.000 g no periodo de 10 minutos, para obtencdo do extrato enzimatico.

A determinacdo da massa fungica se deu de forma direta em balanca analitica, apds a
secagem da mesma em placa de Petri em estufa a 40° C. A degradacdo do substrato foi obtida a
partir da formula de % de degradacdo considerando os pesos iniciais e finais das amostras e de seus
controles.

Para determinacdo de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl, descrito por CECCHI
(2003) e a partir disso, foi possivel a determinacdo do nitrogénio bruto utilizando a seguinte
formula: NT = ((Va-Vb) x F x 0,1 x 0,014 x 100) / P1, onde NT é a porcentagem de nitrogénio
total na amostra, Va é o volume da solucéo de &cido cloridrico gasto na titulagdo da amostra, Vb é o
volume da mesma solugdo gasto na titulacdo do branco, sendo considerado 0,25 ml, F é o fator de
correcdo do &cido cloridrico, considerando-se 0,1 mol/L, e P1 € a massa da amostra em gramas.
Para a determinacéo da proteina total, o valor do nitrogénio total encontrado pelo método anterior
foi multiplicado pelo fator converséo do nitrogénio em proteina, que é igual a 5,77.

Resultados e discussao

A partir da andlise do Grafico 1 e dos resultados da Tabela 1, observa-se um aumento do
percentual de degradacdo de forma lenta, seguido de um intenso aumento entre o segundo e 0 Sexto
dia de fermentacdo, e que, ao final apresenta uma pequena diferenca nos valores que se seguem.
Gerando um comportamento linear, assim como expressa a equacdo y = 0,0701x — 0,022, com um
R?=0,9157, onde x € a quantidade de dias envolvidos na analise e y o percentual de degradac&o.

Em relacdo ao Grafico 2, evidencia-se um crescimento lento até o quarto dia e um grande
salto de producdo entre o quarto e o sexto dia, obtendo valores quase constantes ao final das
observagdes. A partir disso, a equagéo linear se ajustou da melhor forma a essa curva, com um R? =
0,8263, produzindo a seguinte equacdo: y = 2,1694x + §8,2895, relacionando a variavel “x” ao
tempo, em dias, de fermentacdo e resultando na quantidade, em pg, de proteinas totais.

Para o comportamento do Grafico 3, é possivel notar um aumento até o sexto dia, onde entre
0 sexto e o oitavo dia apresenta-se diminuicdo na taxa de crescimento e, posteriormente, um
decaimento desses valores até o décimo dia. Um comportamento quadratico se ajustou com um R? =
0,987 a essa curva, expressando seus valores a partir da equacio y = -1,38x? + 18,968x + 2,545, a
qual relaciona os dias de fermentacdo em x e retorna a massa, em mg, de fungo presente no meio.

A partir dos dados da Tabela 1, foi possivel estabelecer uma correlacdo a partir do
coeficiente de correlacdo de Pearson, o qual resultou em 0,9816, onde nota-se que existe uma forte
correlacdo positiva entre a porcentagem de degradacdo do substrato e a quantidade de proteinas
presente nas amostras. Tal correlagdo também foi observada, utilizando o0 mesmo método, entre 0s
valores de massa fungica e os valores de proteinas totais, resultando em um coeficiente de
correlacdo igual a 0,7059. Ambos os resultados evidenciam a producgdo e a atividade enzimatica
realizada pelo fungo Trichoderma sp. na degradacao do bagaco de cana-de-agucar.

Entretanto, observando os valores da massa fungica tabelados, nota-se que para o tempo 0
foi registrado um teor de massa igual a 0 mg, mesmo que tenha sido inoculado 5 ml do fungo
conforme a metodologia descrita no trabalho. O motivo de tal discrepancia se deve, possivelmente,
a degradacdo, por temperatura, desse inoculo ndo desenvolvido, no momento da extracdo em
centrifuga ndo-refrigerada.

Portanto, é importante evidenciar que os valores de correlacdo entre a massa fangica, a
degradacdo do substrato, a quantidade de proteinas totais e, consequentemente, a atividade
enzimatica do fungo, certamente sdo maiores que 0s apresentados anteriormente.
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Considerac0es finais

O desempenho do Trichoderma sp. em relacdo a sua atividade enzimatica na hidrolise do
bagaco de cana-de-agucar, mostra-se bastante promissor, visto que foi constatada uma degradacéo
de 60% do substrato, com uma variagdo percentual de 175% do valor inicial de proteinas no periodo
de observacao. Utilizando de alternativas de controle das condi¢des do meio de fermentacdo e do
fungo em escala industrial, torna-se possivel uma futura producdo enzimatica a partir de materiais
lignocelulosicos, possivelmente mais econdmica e passivel a utilizacdo em diversos setores, como
na producdo de bebidas e também na nutri¢do animal.
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Tabela 1 — Resultados das analises

Dias de coleta Deg&zgfr%atz do Protzllr;e/llsn'll')otals Massa flngica (mg)
0 1% 10,13 0,0
2 5% 11,01 40,17
4 20% 11,88 54,91
6 52% 26,88 65,14
8 58% 27,03 65,19
10 60% 27,89 55,29

Fonte: Arquivo Pessoal (2022)

Gréfico 1 — Percentual de degradagéo do substrato
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Fonte: Arquivo Pessoal (2022)
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Gréfico 3 — Massa fungica
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Gréfico 2 — Proteinas totais

2 4 6 8 10

A Dias
Fonte: Arquivo Pessoal (2022)

2

Fonte: Arquivo Pessoal (2022)

4

6

Dias



