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RESUMO

Enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas séo essenciais para viabilizar a producéo de etanol
de segunda geracdo pela rota enzimatica, sendo o maior limitante desse processo o custo das
enzimas. Neste contexto, a fermentacdo em estado solido é uma alternativa atraente por
possibilitar o uso de residuos sélidos agro-industriais de baixo custo para tal finalidade. O
objetivo deste trabalho foi analisar uma fermentacdo em estado sélido em biorreator de
bancada de 0,6m de comprimento, utilizando o fungo termofilico Myceliophthora thermophila
I-1D3b cultivado em bagaco de cana e farelo de trigo (7:3 m/m), na umidade de 75% e
temperatura de 45°C. Foram avaliados o crescimento do fungo e a producdo de enzimas em
funcdo da posicédo longitudinal do leito, além das temperaturas durante a fermentacdo e
vazdo de CO; na corrente de saida de ar. Os modulos inferiores apresentaram rendimento em
atividades enzimaticas mais elevado, bem como crescimento fungico.
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INTRODUCAO

Fermentacdo em estado Solido (FES) é uma alternativa sustentavel para processos nos
quais residuos agroindustriais podem ser utilizados como meio de cultura ou substrato para a
producdo de bioprodutos, como diversos tipos de enzimas, que sdo bastante utilizadas em
industrias quimicas. A FES é um processo biotecnoldgico no qual ocorre o crescimento de
microrganismos sobre particulas sélidas umidas, em situa¢Ges nas quais 0 espaco entre as
particulas contém uma fase gasosa continua e agua esta impregnada nas particulas ou forma
um fino filme sobre elas (MITCHELL et al., 2006).

Dentre os residuos agroindustriais gerados em grande quantidade no Brasil, destaca-se
0 bagaco de cana de agUcar, que pode ser utilizado no processo de hidrolise enzimatica de
materiais lignocelulésicos para producdo de etanol de segunda geracdo. A hidrdlise consiste
na conversdo dos carboidratos das cadeias de celulose e hemicelulose da biomassa vegetal a
acucares fermentesciveis, sendo uma das principais barreiras, encontrar processos eficientes e
viaveis economicamente para producdo de enzimas (MISHIMA et al., 2006).
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Celulose e hemicelulose séo, respectivamente, o primeiro e o segundo polissacarideos
mais abundantes na natureza. Celulases sdo uma classe de enzimas constituidas por
endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidase (NELSON; COX, 2003). Xilanases sdo
enzimas que catalisam a hidrélise das xilanas (principal componente da hemicelulose) e sdo
produzidas principalmente por microrganismos. Portanto, celulase e xilanase sdo enzimas que
atuam na sacarificacdo de materiais lignoceluldsicos, resultando em hexoses e pentoses que
industrialmente podem ser convertidas a etanol.

Para otimizar a produgdo de celulases e xilanases, a FES tem sido usada por diversos
autores para a producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, sendo o bagaco de cana
utilizado como substrato ou como suporte de matrizes juntamente com farelo de trigo e outros
rejeitos agroindustriais (ZANELATO et al.., 2012; CASCIATORI, 2015). O farelo de trigo
tem sido largamente empregado em processos de FES por ser considerado um substrato ideal,
fonte balanceada de carbono, nitrogénio e fosforo (PANDEY, 2003).

Segundo Mitchell, Krieger e Berovic (2006), a importancia da realizacdo de testes em
escala piloto € a capacidade de representacdo de uma secdo em larga escala, que possibilita o
estudo de fendbmenos que dependem da altura do leito, como formacdo de biomassa e
producdo de enzimas, bem como temperatura e velocidade do ar percolante. Testes sdo
importantes para prever limitacGes de desempenho ndo previstas por modelos matematicos.

Nesse contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o crescimento do fungo
termofilico Myceliophthora thermophila 1-1D3b cultivado em meio composto por bagaco de
cana (BC) e farelo de trigo (FT) (7:3 m/m), com umidade de 75 % (em base Umida, b.u.) sob
temperatura de 45°C (ZANELATO et al., 2012) em biorreator de bancada, relacionando-o as
suas atividades metabdlicas ao longo da fermentacdo, além de avaliar a produgdo de enzimas
em funcdo da posicdo longitudinal ao longo do leito. O fungo M. thermophila I-1D3b €
associado na literatura com atividades celuloliticas e hemiceluloliticas promissoras em
estudos de FES (ZANELATO et al., 2012; CASCIATORI, 2015).

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Processos e Biorreatores
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos do IBILCE/UNESP. Como
agente fermentativo para obtencdo do extrato celulolitico a ser estudado, foi empregado o
fungo termofilico Myceliophthora thermophila I-1D3b, sendo os esporos suspensos de acordo
com a metodologia empregada por Casciatori, 2015.

Como substratos, foram empregados BC e FT na proporgdo 7:3 (m/m). O bagago foi
triturado e peneirado utilizando peneira da série Tyler com abertura de 0,84 mm, e foram
utilizadas apenas as fibras menores que 0,84 mm. O substrato foi preparado de acordo com a
metodologia empregada por Casciatori (2015). O biorreator foi montado com 6 méddulos de
7,62 cm de diametro interno, sendo os 4 centrais fermentativos e o inferior e o superior
compostos por BC grosso Umido e seco, respectivamente. A massa de substrato empacotada
em cada um dos quatro modulos do biorreator foi de 75 g. Os ensaios fermentativos foram
realizados no mesmo sistema empregado por Casciatori (2015), sendo a vazao de ar 240 L/h.

As atividades enziméaticas de CMCase e xilanase foram determinadas seguindo-se 0s
métodos de Ghose (1987) e Ghose e Bisaria (1987) com modificacdes. A biomassa fingica
foi estimada pela quantificagdo do teor de glicosamina no material fermentado, o que foi feito
seguindo-se 0 método descrito por Aidoo, Hendry e Wood (1981) e Dalsenter (2005).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas Figuras la e 1b, sdo apresentados, respectivamente, as atividades CMCase e
xilanase dos extratos enzimaticos obtidos a partir de cada um dos médulos fermentativos e 0s
perfis de temperatura em diferentes posicGes axiais e radiais do biorreator. Na legenda, T 1/2
indica o termopar localizado axialmente entre os médulos 1 e 2 no centro radial do leito e
assim sucessivamente. A posicdo radial indicada como “intermediario” indica o termopar
localizado entre o centro e a parede do leito ao longo da fermentacdo utilizando os mddulos
de 2 a 5 como fermentativos. Na figura 1a, as linhas horizontais referem-se as atividades
médias no biorreator, dadas a partir da média das atividades obtidas em cada um dos 4
modulos fermentativos. As atividades estdo expressas em unidades de atividade enzimatica
por grama de substrato sélido seco inicial (U/gss).
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Figura 1: (a) Atividades enzimaticas de CMCase e xilanase dos extratos obtidos a partir dos
maédulos de 2 a 5 do biorreator empregando o fungo M. thermophila 1-1D3b (b) Temperaturas
ao longo da fermentacdo em diferentes pontos do biorreator.
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Nota-se que os dois primeiros mddulos fermentativos apresentaram rendimento em
atividades enzimaticas mais elevado em relacio aos dois Gltimos mddulos. E visivel ainda que
na parede, entre modulos 4 e 5, a temperatura atingiu 43°C, indicando que, nos ultimos
maodulos, a temperatura da camisa ndo atingiu 45°C, o que revela a dificuldade experimental de
controle térmico nos mddulos superiores, justificando as menores atividades enzimaticas
encontradas para os extratos obtidos a partir desses médulos.

A determinacdo do teor de glicosamina, empregada por diversos autores para
quantificar o crescimento fangico em FES (BABITHA; SOCCOL; PANDEY, 2007,
CASCIATORI, 2015) foi realizada utilizando
amostras de 1 grama de substrato fermentado
localizado no centro de cada modulo. Os resultados
foram compativeis com as atividades obtidas no
20] experimento e indicaram a maxima propor¢do de
biomassa por grama de material fermentado no
modulo 3, onde houve o0 maior rendimento em
atividades enzimaticas, seguida pelos maddulos

N : - : fermentativos 2, 4 e 5.
T S Na Figura 2 é fornecido o perfil de vazdo de

Figura 2: Vazao de CO2 na gas carbonico na corrente de saida de ar do biorreator
corrente de saida do biorreator.
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com 0,6 m de comprimento total. A maxima temperatura (47°C) foi registrada com cerca de
25 horas de fermentacdo, principalmente no centro do leito, entre os médulos 4 e 5e 5 e 6 do
fermentador. Além disso, € visivel que a maxima da vazdo de CO, na corrente de saida do
biorreator foi simultdneo ao aumento das temperaturas. Tal resultado denota que o
aquecimento do leito deu-se durante a fase de crescimento acelerado do fungo, durante a qual
tanto a taxa de respiracdo quanto a de geragdo de calor metabdlico foram mais intensas.

CONCLUSOES

Nas condicGes estudadas, a FES é promissora para a producdo de enzimas celuloliticas
e hemiceluloliticas, sendo que ndo ocorre sobreaquecimento do leito e o crescimento fungico
é elevado nos modulos onde ha maior producdo de enzimas. Para aumento de escala do
biorreator, é necessario garantir que a temperatura das camisas superiores seja constante e
Otima para o crescimento do fungo, uma vez que a maior perda de carga nos médulos mais
elevados pode dificultar o alcance da agua na camisa dos mesmos, prejudicando o
crescimento fangico e a consequente secrecdo de enzimas. Como esperado, a maxima geracao
de calor metabolico pelo fungo, que levou ao pico de temperatura no sistema, se deu durante
sua fase de crescimento acelerado, na qual a taxa de respiracéo foi maxima.
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