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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 18

ATIVIDADE DE CELULASES, BETA-GLICOSIDASES E
XILANASES DE Trichoderma harzianum E Trichoqerma
asperellum EM BAGACO DE CANA DE ACUCAR

Mariane Cristina Mendes
Universidade Estadual de Londrina

Londrina — Parana

Cristiane Vizioli de Castro Ghizoni
Universidade Estadual de Londrina
Londrina — Parana

Fabiana Guillen Moreira Gasparin
Universidade Estadual de Londrina
Londrina — Parana

Maria Inés Rezende

Universidade Estadual de Londrina

Londrina — Parana

RESUMO: O Brasil é o maior produtor de cana
de acucar, gerando mais de 600 milhdes de
toneladas de bagaco de cana por ano. Esse
residuo pode ser um importante substrato
para a producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas que apresentam diversas
aplicagdes industriais, como a producao de
biocombustiveis. O presente estudo avaliou
a producao de celulases, b-glicosidases e
xilanases em espécies de Trichoderma isolados
na regidao de Londrina-PR e cultivados em
bagaco de cana de agucar (BC). A fermentagéo
em estado solido (FES) foi realizada com
BC proveniente de: garapeiro local (BCG) e
de usina sucroalcooleira (BCU). Os cultivos
desenvolvidos em Erlenmeyers de 50 mL

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2

contendo 1,4 g de BC umedecido com 10 mL
de solucédo de Vogel. O inéculo de Trichoderma
harzianum Rifai (Thh1) e de Trichoderma
asperellum (Tha2 e Tha3) consistiu de 400
uL de solugcdo de tween 80 a 0,1 % (v/v)
contendo 1.108 UFC mL™", incubados a 28 + 2
°C por sete dias. O Thht foi melhor produtor
de celulases 8,38 U/g em BCU e 6,46 U/g em
BCG e de xilanases 0,37 U/g entre os fungos
avaliados. A espécie asperellum, Tal e Ta2,
também produziu preferencialmente celulases
4,17 U/g a xilanases 0,15 U/g para ambos 0s
substratos. A atividade de b-glicosidases para
Tha2 e Tha3 foi superior a encontrada para o
Thh1, 0,21 U/ge 0,13 U/g, respectivamente. Os
resultados mostram que os fungos produziram
preferencialmente celulases em BCU, sugerindo
o potencial de aplicacéo e aproveitamento deste
residuo tdo abundante no Brasil.
PALAVRAS-CHAVE:
b-glicosidase, bagaco de cana de acucar,
Trichoderma.

Celulase, xilanase,

ABSTRACT: Brazil is the largest producer of
sugar cane, generating about 147 million tons of
sugarcane bagasse per year. This residue could
be a important for the production of cellulolytic
and hemicellulolytic enzymes that have several
industrial applications, as in the production
of biofuels. This present study evaluated the
production of cellulases, b-glycosidases and
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xylanases by Trichoderma species isolated in the region of Londrina-PR and grown
in sugarcane bagasse (SB). Solid state fermentation (SSF) was performed with SB
from local commercial sugarcane (SBC) and industry sugarcane bagasse (SBI).
Cultures grown in 50 mL Erlenmeyers containing 1.4 g of BC were moistened with
10 mL of Vogel’s solution. The inoculum of Trichoderma harzianum Rifai (Thh1) and
Trichoderma asperellum (Tha2 and Tha3) consisted of 400 pl of 0.1% (v / v) tween
80 solution containing 1.108 UFC mL", incubated at 28 + 2 ° C for seven days. Thht
was the best producer of cellulases (with) 8.38 U/g in SBI and 6.46 U/g in SBC and
xylanases 0.37 U/g among the evaluated fungi, the species T. asperellum, Tha2 and
Tha3, also produced cellulases preferentially 4.17 U/g than xylanases 0.15 U/g for
both substrates. The activity of b-glycosidases for Tha2 and Tha3 was higher when
compared with the result found for Thh1, 0.21 U/g and 0.13 U/g, respectively. The
results show that the fungi preferentially produced cellulases in SBI, suggesting their
potential application to the use of this residue so abundant in Brazil.

KEYWORDS: Cellulase, xylanase, b-glucosidase, sugarcane bagasse, Trichoderma.

11 INTRODUGCAO

O Brasil é o maior produtor de cana de agucar para a producdo de acgucar e
etanol. A producao de agucar foi mais que triplicada de 1993 até 2001, e atualmente o
pais é responsavel por mais da metade do agucar comercializado no mundo (MAPA,
2019). Aproximadamente 722 milhdes de toneladas de cana de acucar foram colhidas
em 2010, e em 2013 esse valor atingiu 768 milhdes de toneladas, Figura 1, (IBGE,
2012). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producéo
de cana de agucar estimada entre os anos de 2018 e 2019 ficou em 635,51 milhdes de
toneladas representando um aumento de 0,4 % em relacéo a safra de 2017/18 (NOVA
CANA, 2019).

Decorrente da producédo de cana de aglucar vem a geracdo de milhdes de
toneladas de bagacgo de cana de agucar, cerca de 30 % do total produzido é convertido
em bagaco de cana de aguUcar, quantidades superiores a 200 milhées de toneladas
por ano (NOVA CANA, 2017). Parte do bagacgo de cana € utilizado na propria industria
para a co-geracao de energia, porém, ainda restam quantidades expressivas desse
residuo agroindustrial que podem ser utilizados em processos fermentativos para a
geracao de novos produtos de alto valor agregado.
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Figura 1. Produgdo de cana de agucar no Brasil nos Ultimos 50 anos.
Fonte: IBGE, 2010.

Esse material é fonte de energia renovavel sendo composto por 39,7 a 49 % de
carbono, 40 a 46 % de oxigénio, 5,5 a 7,4 % de hidrogénio e até 0,3 % de nitrogénio
e cinzas, podendo ser utilizado em processos fermentativos como fonte de carbono
(SILVA et al., 2007; COSTA; BOCCHI, 2012).

A fermentacdo em estado soélido (FES) € a utilizagdo de um material solido e
organico, o substrato, que serd umidificado e servird como suporte para o aumento
do numero de células. A agua presente deve assegurar o crescimento e metabolismo
das células microbianas sem exceder a capacidade de ligagdo com a matriz sélida,
ou seja, auséncia de agua livre. A ligacdo da agua com a fase sélida depende da
capacidade de absorcao do substrato que esta sujeito ao tipo de material utilizado
(SOCCOL, et al., 2017).

A fase sélida da FES é fonte de carbono e nitrogénio servindo como nutrientes
para o crescimento de microrganismos na auséncia de agua livre. O tamanho das
particulas do substrato € importante para que haja aeracéo, onde o oxigénio devera
ser capaz de alcancar os espacos entre 0 meio. Dessa forma, € um processo trifasico,
constituido de solidos, liquidos e gases (PINTO et al., 2005; PANDEY; THOMAS;
LARROCHE, 2013).

A FES é capaz de reproduzir o modo de crescimento dos microrganismos na
natureza. Aparentemente, esse fator € muito importante para os altos rendimentos
que esse tipo de fermentacdo demonstra (NIGAM; PANDEY, 2009). Os fungos
conseguem crescer em condi¢des baixas de umidade e tolerar alta pressao osmética,
se destacando nesse tipo de fermentacdo (FARINAS, 2015).

O género Trichoderma spp. € bastante relatado por produzir enzimas celuloliticas
e xilanoliticas com altas atividades, e muitos estudos tem focado na produgcao dessas
enzimas (SEIBOTH, IVANOVA e SEIBOTH, 2011). Esses microrganismos séo de
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facil cultivo, com produgédo de niveis elevados de enzimas e ndo causam doencas
ao homem, assim sdo empregados em processos industriais (KAR et al., 2006; AZIN,
MORAVEJ e ZAREH, 2007).

As celulases, b-glicosidases e xilanases sdao enzimas que atuam sobre a
celulose e hemicelulose, compostos presentes no material vegetal. As celulases
séo responsaveis pelo inicio da hidrélise e pela rapida solubilizacédo do polimero de
celulose, pois hidrolisam as regides internas da estrutura da fibra celuldsica liberando
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (LYND et al., 2002, CASTRO;
PEREIRA, 2010). A b-glicosidase é responsavel pela degradacéo final da celulose,
hidrolisando os oligossacarideos liberados pela celulase emglicose (MATEO; JIMENEZ,
2000; GRIMALDI, et al., 2005). A completa e eficiente hidrélise do polimero de xilana
depende principalmente de duas classes de enzimas, as endo-b-1,4 xilanases, que
hidrolisam as unidades de xilanopiranose da cadeia principal e as b-xilosidases,
que hidrolisam a xilobiose e outros xilo-oligossacarideos resultantes da acédo das
endoxilanases (SAHA, 2003; SHAO et al., 2011).

De todas as enzimas produzidas comercialmente, 75 % compreendem ao grupo
das hidrolases, sendo as mais importantes as celulases, amilases e hemicelulases
(BHAT et al., 2000; SRIVASTAVA et al., 2014).

As celulases sdo importantes para a industria téxtil uma vez que, sdo capazes
de degradar as fibras de superficie do tecido, deixando os mais lisos € macios,
proporcionando, com isso, melhor acabamento. No processo de envelhecimento
do jeans utilizava-se pedra-pomes, hoje as celulases fazem a remocao parcial do
corante indigo, oferecendo vantagens para o processo, como evitar o desgaste dos
equipamentos, do tecido e aumentam a qualidade do produto diminuindo a necessidade
de abrasao (LOPES, 2011).

Gracas a capacidade de degradar a rede de celulose, as celulases ajudam a
liberar o liquido das células vegetais, facilitando a extracdo de sucos e a maceracéao
de frutas para a producao de néctares (MARTINS et al., 2008).

Aindustria de racao animal também se beneficia pela acao dessas enzimas, pois
aumentam a digestibilidade das fibras da parede celular vegetal. Na industria de polpa
e papel auxiliam no branqueamento e alisamento do papel. Porém, ultimamente, o foco
de estudos para essas enzimas esta na producéo de etanol, utilizando microrganismos
gue sejam capazes de crescer em residuos agroindustriais (LIMA et al., 2005; CASTRO;
PEREIRA, 2010).

Os processos de vinificacao se beneficiam com a aplicacao das beta-glicosidases,
pois auxiliam na extracdo de pigmentos e substancias aromatizantes presentes na
casca da uva. Essas hidrolases também sao capazes de melhorar o aroma e o sabor
do vinho (MARTINS et al., 2008). Além disso, apresentam ag¢ao antioxidante pela
liberagéo de oligossacarideos e glicoconjugados na hidrélise enzimatica de celulose
(MATEO; JIMENEZ, 2000; GRIMALDI, et al., 2005).

Os estudos de Lima, (2003) também relatam a importancia das b-glicosidases na
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retirada da molécula de glicose das isoflavonas, aumentando a biodisponibilidade de
isoflavonas agliconadas, que séo relatadas importante na prevencao da osteoporose
(BAUERMEISTER et al., 2010).

A utilizacdo das xilanases no branqueamento de polpas de celulose diminuem
a utilizacao de produtos organoclorados altamente recalcitrantes no ambiente, pois
essas enzimas substituem o emprego do cloro e didxido de cloro que sdo quimicos
toxicos usados na industria de papel (AHMED; IMDAD; JAMIL, 2012).

Gracas a capacidade de conversao do material lignocelulésico, as xilanases séo
utilizadas na clarificacéo de sucos, para melhorar a consisténcia de cervejas. E apds
a hidrélise enzimatica da xilana a producéo de xilo-oligossacarideos que podem ser
empregados na producdo de prebidticos. Esses evitam infeccbes e a constipacao
intestinais, além de favorecer a absorcéo de nutrientes (PAl et al., 2013).

As xilanases também sao utilizadas para a producao de racéo animal. Elas podem
aumentar a energia metabolizavel e diminuir a viscosidade das rac¢des, favorecendo o
ganho de peso de animais (LI et al., 2012).

De modo geral, as enzimas citadas sao importantes e empregadas nos setores
da industria téxtil, alimenticia e de ragdes para animais (BHAT et al., 2000). Outras
aplicacbes também sao relatadas como: fermentacao de cerveja; extracado de café;
detergentes; produg¢do de polissacarideos farmacologicamente ativos; conservantes
de alimentos e agentes antimicrobianos (KATAPODIS et al., 2006; SCHUTER;
SCHMOLL, 2010).

O presente estudo avaliou a potencial producdo de celulases, xilanases e
B-glicosidases por espécies de Trichoderma isolados na regidao de Londrina-PR e
cultivados em bagaco de cana (BC).

2 | MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas trés linhagens de Trichoderma isoladas de diferentes solos de
cultivo. Trichoderma harzianum Rifai (Thh1) foi isolado de peroba em decomposicao
na Universidade Estadual de Londrina, e as outras duas de Trichoderma asperellum
(Thal e Tha2) que foram isoladas de cultivo de milho na regiao de Londrina-PR.

Os microrganismos foram mantidos em agar inclinado 2 % (m/v), contendo sais
de Vogel e xilose 1 % como fonte de carbono. Repiques sucessivos foram feitos a
cada 3 meses.

O bagaco de cana de agucar (BC) foi obtido de duas fontes. Um lote foi cedido
pela Usina Clealco, Penapolis-SP (BCU) e utilizado como obtido e outro de garapeiro
local, Londrina-PR, (BCG) este foi lavado exaustivamente em agua corrente, triturado
em pulverizador, e entdo seco em estufa a 70 °C.

Os cultivos foram desenvolvidos em Erlenmeyers de 50 mL contendo 1,4 g de BC
umedecido com 10 mL de solug¢ao de Vogel. O inéculo consistiu de 400 pL de solucéo
de tween 80 a 0,1 % (v/v) contendo 1.10®8 UFC mL", incubados a 28 + 2 °C por 7 dias.
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Também foram realizados cultivos controle, nas mesmas condicdes mencionadas,
porém, ausentes de microrganismo. Ao material soOlido fermentado (MSF) foram
adicionados 10 mL de agua destilada, homogeneizado e centrifugado a 9.000 rpm/15
min, o sobrenadante foi o extrato bruto enzimatico (EBE), e o MSF foi seco em estufa
a 70 °C por 24 horas para determinacéo do peso seco.

No EBE foram determinados: atividade enzimatica (xilanases, celulases e
B-glicosidases), agucares totais, redutores e proteinas totais soluveis residuais e pH
(inicial e final).

O sistema de incubacdo para determinacéo da atividade celulasica consistiu
de 1 % de carboximetilcelulose (CMC) dissolvida em tampao citrato 50 mM pH 5,0
(PERIYASAMY etal., 2017). O sistema foi mantido a 50 °C por 10 minutos e interrompido
pela adicao do &cido dinitrosalicilico (DNS). Os acucares redutores liberados foram
determinados segundo a técnica descrita por Miller, 1958. Uma unidade de atividade
celulasica € definida como a quantidade de enzima que libera y moles de glicose por
minuto por mL do extrato enzimatico.

A atividade de [-glicosidase foi determinada utilizando p-nitrofenol glicosideo
(p-NPG) 1 Mm dissolvido em tampao fosfato-citrato 100 mM pH 5,0. O sistema foi
mantido a 30 °C por 30 minutos, a reacédo foi interrompida pela adicdo de carbonato
de sédio 0,5 M. A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando o substrato
sintético p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG), conforme descrito por Matsuura
e Obata (1993). Uma unidade de atividade de beta-glicosidase é definida como a
quantidade de enzima que libera 1 yM p-NP min-1, nas condicdes experimentais.

O sistema de incubacéao para a atividade da xilanase consistiu de 1 % de xilana de
“Larchwood” e tampao acetato 50 mM pH 5,0 (BAILEY; BIELY; POUNTANEN, 1992).
O ensaio foi mantido a 50 °C por 20 minutos e interrompido pela adicdo do reativo
de Somogyi. Os acucares redutores liberados foram entdo determinados através
da técnica descrita por Somogyi (1945) e Nelson (1944). Uma unidade de atividade
xilanasica é definida como a quantidade de enzima que libera y moles de xilose por
minuto por ml do extrato enzimatico.

A determinacé@o de proteinas totais foi pelo método de Lowry. As leituras no
espectrofotbmetro ocorreram na faixa de 660 nm. Os acucares totais foram feitos
através do método do fenol sulfurico. As leituras aconteceram na absorbancia de 480
nm. E os agucares redutores foram determinados pelo método de Somogy-Nelson. A
leitura da absorbancia foi feita a 540 nm.

A andlise estatistica foi feita utilizando GraphPad Prism Software (versao 5.0).
A significancia estatistica dos dados foi avaliada por one-way-ANOVA com post-hoc
teste de Tukey. O nivel de 5% (p < 0.05) foi adotado como critério de significancia.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH final dos meios de cultivo ficou em torno de 7, um valor considerado neutro,
diferente dos cultivos controle que ndo continham microrganismo e resultaram em pH
5. De acordo com Prakasham et al., (2006) o pH do meio de crescimento influéncia
a transferéncia de componentes por meio da membrana plasmatica e também a
atividade enzimatica, afetando com isso o desenvolvimento, crescimento e formacéo
de produtos. Valores de pH muito acido ou basicos afetam a estrutura tridimensional
das enzimas metabdlicas produzidas pelos microrganismos diminuindo ou cessando
seu crescimento.

Em relacdo ao material s6lido fermentado (MSF), o cultivo controle teve um MSF
de 1,2 g permanecendo préximo a quantidade de bagago de cana inicial ao cultivo,
1,4 g, sendo que a diferenca de 0,2 g representa a umidade presente no substrato. As
cepas mostraram diminuicdo do peso seco, valores proOximos ou menores que 1 g, em
relacé&o ao valor inicial, sugerindo a sacarificacdo do material vegetal.

Os resultados presentem na Figura 2 mostraram que as trés linhagens foram
capazes de crescer nos dois substratos avaliados e consequentemente produzir as
hidrolases. O Thh1 foi o melhor produtor de celulases 33,6 U/g em BCU e 33,08 U/g
em BCG. Tha3 produziu 25,77 U/g em BCU, e Tha2 produziu as menores atividades
de celulase entre os analisados 20,83 U/g em ambos os substratos, BCG e BCU.
Tha2 e Tha3 foram capazes de produzir B-glicosidases mais ativas em BCU em
relacdo a Thhi, 0,41 U/g; 0,44 U/g e 0,17 U/g, respectivamente. Thh1 também foi o
que produziu as maiores atividades de xilanase entre os estudados 0,4 U/g em ambos
os substratos, BCG e BCU, Tha2 em BCU foi o menor produtor de xilanases, 0,2 U/g.
A Figura 2 apresenta a producéo da celulase, b-glicosidase e xilanase pelos isolados
de Trichoderma. As atividades representam a média + desvio padrdo da média dos
experimentos. Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
enquanto valores com letras diferentes apresentam diferenca significativa (p <0.05).

Na pesquisade Delabonaetal., (2012) T. harzianumisolado da floresta amazbnica
e cultivado em bagaco de cana também foi capaz de produzir as enzimas celulase,
xilanase e b-glicosidade nas seguintes quantidades, 121 U/g; 8000 U/g e 1730 U/g,
produzindo preferencialmente xilanases, o mesmo foi relatado quando essa espécie foi
cultivada em palha de arroz, 111,31 U/g de celulase, 433,75 U/g de xilanase e 173,71
U/g de b-glicosidase (RAHNAMA et al., 2013). Porém, os resultados encontrados
foram contrarios a esse estudo, onde a enzima que apresentou mais atividade foi a
celulase, sugerindo que de acordo com a origem do substrato, as condicdes de cultivo
e origem do isolado utilizado a atividade enzimatica é diferente.

Nos estudos de Nava-Cruz et al., (2016) T. asperellum cultivado em fibras de
Agave atrovirens, obteve na producéo de celulases 12,86 U/g, no presente trabalho a
mesma espécie foi capaz de produzir celulases mais ativas, 25,86 U/g (Tha3, BCU).
Apesar do fungo produzir b-glicosidase quando cultivado em bagaco de cana, 0,37 U/g,
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0s niveis de atividade ndo foram satisfatérios em relagdo ao cultivo de T. asperellum
em Agave atrovirens, 3144,4 U/g.
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Figura 2. Atividade de celulase, b-glicosidase e xilanase pelos T. harzianum (Thh1), T.
asperellum (Tha2) e Trichoderma harzianum (Tha3) cultivados em bagaco de cana de agUcar
sob fermentacao em estado solido.

A Figura 3 apresenta a comparacao das concentracdes de proteinas, agucares
totais e agUcares redutores solUveis residuais determinadas no extrato bruto dos
cultivos em BCG e BCU. E possivel observar que nos dois substratos avaliados,
BCG e BCU, as proteinas totais solUveis aumentaram mais de 2 vezes em relagcéo ao
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controle, indicando a producao de proteinas extracelulares pelos fungos, e entre elas,
as enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.

Os acucares totais presentes no controle do BCG estavam em maiores niveis
em comparac¢do ao BCU, 1,21 mg/mL e 0,33 mg/mL, respectivamente mostrando
a diferenca da composicdao dos substratos de origens diferentes. Levando em
consideracdao que o BCU ja passou por diversos processamentos na Usina para a
producdo de acucar e etanol e seus agucares foram utilizados, porém, esse fato néo
afetou no desenvolvimento das cepas durante o cultivo, indicando que os fungos séao
capazes de sacarificar as fibras de celulose e hemicelulose para o seu desenvolvimento.

Em relacdo aos acucares redutores, o controle de BCG também apresenta
qguantidades maiores de acgUcares redutores que o controle de BCU, 5,5 mg/mL e
0,02 mg/mL, porém, os fungos cultivados em BCU produziram maiores quantidade de
acucares redutores em comparacao ao cultivo em BCG, quase 2 vezes mais. Assim,
em BCU os microrganismos necessitam secretar enzimas extracelulares capazes de
hidrolisar o material vegetal afim de liberar agucares para o seu desenvolvimento,
diferente de quando sao cultivados em BCG, um material rico em aglcares, onde
utilizam os acucares sollveis do meio para o seu crescimento. As cepas Tha2 e Tha3
ambas no BCG se aproximaram da quantidade de agUcares redutores produzidos pelo
controle BCG, com 1,18 mg/mL e a cepa Tha3 BCU foi a com menor producéo, 0,53
mg/mL, esse fato indica que os fungos consomem os agucares disponiveis no meio,
utilizam para o seu crescimento e posteriormente produzem enzimas extracelulares
para hidrolisar o material vegetal.
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Figura 3. Comparacgao das concentracdes de proteinas totais, acUcares totais e aglucares
redutores residuais determinadas no extrato bruto enzimatico dos cultivos de Trichoderma
harzianum (Thh1), Trichoderma asperellum (Tha2) e Thichoderma asperellum (Tha3) cultivados
em bagaco de cana de acucar, BCG e BCU, por 7 dias a 28 + 2 °C sob fermentac&o em estado
sélido.

BCG: bagaco de cana de agucar proveninente do garapeiro; BCU: bagaco de cana de aglcar obtido da usina;
Cont: controle; Thh1: Trichoderma harzianum; Tha2 e Tha3: Trichoderma asperellum.

41 CONCLUSAO

No material sélido fermentado foi observado uma redugcédo da sua massa quando
os microrganismos foram cultivados, indicando sua sacarificagdo pelos mesmos. Esse
tipo de analise néo apresenta relatos na literatura até o momento.

Trichoderma harzianum e os dois Trichoderma asperellum isolados de peroba e
de solos de cultivo de milho, respectivamente, foram capazes de produzir as enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas em bagagco de cana proveniente de duas fontes: de
industria sucroalcooleira (BCU) e de garapeiro (BCG) sob fermentacdo em estado
solido.

As celulases foram as enzimas mais ativas produzidas pelos fungos filamentosos
em ambos os substratos, BCG e BCU sob fermentacdo em estado sélido. Tha3

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2 Capitulo 18



em BCU foi o maior produtor de b-glicosidase entre os estudados. Thhi1 produziu
preferencialmente xilanases em comparacéo a Tha2 e Tha3.

BCG e BCU apresentaram quantidades semelhantes de proteinas e todos os
isolados foram capazes de produzir concentracées maiores de proteina em relagdo ao
controle, indicando a producéo de enzimas extracelulares por esses fungos.

Em relagdo aos acucares totais e acgucares redutores totais residuais o cultivo
controle de BCG apresentou maior concentracdo em relagéo ao cultivo controle de
BCU, pois esse ultimo passou por processamentos na industria para a obtencéo
do caldo de cana e producao de acgucar e etanol, diferentemente do BCG que foi
apenas espremido para a venda do caldo de cana. Dessa forma, BCG apresentava
acucares soluveis disponiveis para serem utilizados pelos Trichoderma durante
seu desenvolvimento, ndo precisando produzir maiores concentracées de enzimas
extracelulares para sacarificar o material vegetal como quando cultivado em BCU, que
apresentou maior concentracdo de acgucares totais e redutores produzidos nos cultivos
pelos microrganismos.
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