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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo enzimatica de celulases pelo fungo filamentoso
Aspergillus niger por fermentacdo em estado sélido de diferentes substratos. Foram avaliados os substratos
solidos bagaco de cana-de-acucar, farelo de soja, farelo de trigo e misturas entre os substratos. Em substrato
com 90% de bagago e 10% de farelo de soja, avaliaram-se os efeitos do conteudo de umidade (60, 70 e 80%,
base umida) e da suplementacdo com os meios indutores da atividade enzimatica: sacarose, Mandels & Weber
basico, Mandels & Weber modificado, com acréscimo de carboximetilcelulose, e Czapeck Dox. As maiores
atividades de celulase total e endoglucanase, em farelo de trigo, foram obtidas apds 72 horas de cultivo: 0,4 e
21,0 UI g'!, respectivamente. Observou-se expressivo aumento nas atividades enzimaticas na medida em que
se aumentou a proporcao de farelos no substrato, em comparac¢do a fermenta¢do com bagaco de cana apenas.
O conteudo de umidade de 50% foi insuficiente para conseguir completa hidratagdo do bagaco de cana, e a
umidade ideal varia de acordo com o meio utilizado para suplementacdo e encontra-se entre 70 € 80%. O meio
de Mandels & Weber modificado apresenta o melhor resultado como indutor da atividade enzimatica.

Termos para indexacdo: bagago de cana-de-agtcar, energia renovavel, etanol celuldsico, hidrélise enzimatica,
lignocelulose.

Aspergillus niger production of cellulases by solid-state fermentation

Abstract — The objective of this work was to evaluate cellulase enzyme production by the filamentous fungus
Aspergillus niger by solid-state fermentation of different substrates. The solid substrates sugarcane bagasse,
wheat bran, soybean meal, and their mixtures were evaluated. The effects of substrate moisture contents (60,
70, and 80% in humid basis) and of the supplementation with culture media: sucrose, basic Mandels & Weber,
modified Mandels & Weber, with the addition of carboxymethyl cellulose, and Czapeck Dox, were evaluated
in substrate with 90% bagasse and 10% soybean meal. The highest total cellulose and endoglucanase activities,
in wheat bran, were obtained after 72 hours: 0.4 and 21.0 IU g, respectively. There was an expressive increase
in enzymatic activities as the proportion of bran in the substrate increased, in comparison to fermentation with
sugarcane bagasse only. The 50% moisture content was insufficient to fully hydrate sugarcane bagasse, and
the ideal humidity varies according to the medium used for supplementation and is between 70 and 80%. The
modified Mandels & Weber medium shows the best result as an inductor of enzymatic activity.

Index terms: sugarcane bagasse, renewable energy, cellulosic ethanol, enzymatic hydrolysis, lignocellulose.

Introduciao geracdo se situa entre 7 ¢ 10% do total de bagago

Nos dltimos anos, tem crescido o interesse pela gerado no Brasil. Na safra de 2010/2011, a produgdo

utilizacdo de residuos agricolas para obtengdo de
combustiveis renovaveis, como o etanol celulésico.
No Brasil, apesar da grande produgdo de etanol a partir
da sacarose de cana, a produ¢do de alcool derivado
de lignocelulose também ¢ uma alternativa viavel e
sustentavel, principalmente no contexto de iminente
crise energética mundial (Mussatto et al., 2010).
Atualmente, o excedente de bagaco de cana-de-
acucar disponivel para producdo de etanol de segunda
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total de bagaco de cana-de-agucar foi estimada em
163 milhdes de toneladas. Os excedentes de bagaco
de cana-de-agucar podem atingir 50%, ap6s adequada
otimiza¢do do sistema de combustdo em destilarias
auténomas (Bressan Filho, 2011).

A hidrdlise enzimatica ¢ uma rota tecnologica
promissora para a bioconversdo do bagago de
cana-de-acucar, por apresentar elevada capacidade
de integracdo nas instalagdes industriais existentes
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(Mussatto et al., 2010). No entanto, a producdo de
etanol de segunda geracdo, em escala comercial, é
atualmente limitada pelo alto custo das celulases,
enzimas usadas na hidrolise da celulose para obtengao
de agucares fermentesciveis (Siqueira et al., 2010).
Nesse sentido, os custos das celulases podem ser
reduzidos por meio de melhoramento genético dos
microrganismos e do uso de residuos como matéria
prima, com consequente aumento da especificidade
enzimatica (Singh et al., 2009; Castro et al., 2010;
Maeda et al.,, 2011). Além disso, a utilizacdo de
tecnologias alternativas no processo, como a
fermentagido em estado s6lido, ¢ amplamente discutida
para maior produtividade enzimatica e redugdo dos
custos de produgdo (Singhania et al., 2010; Siqueira
et al., 2010).

A fermentagdo em estado sélido ¢ definida como o
crescimento de microrganismos em substratos solidos,
na auséncia de agua livre (Rahardjo et al., 20006).
Atualmente, aproximadamente 90% dos preparados
enzimaticos industriais sdo realizados por processos
de fermentagdo submersa e, na maioria das vezes, com
microrganismos geneticamente modificados (Castro &
Pereira Junior, 2010; Singhania et al., 2010). Contudo,
a fermentagdo em estado so6lido ainda € vantajosa, pois,
além de simular o habitat natural de microrganismos
fungicos selvagens (Holker et al., 2004), apresenta
maior produtividade dos extratos enzimaticos, menor
susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das
enzimas a variagcdes de temperatura ¢ pH (Singhania
etal., 2010).

A produtividade enzimatica da fermentacdo em
estado sélido, como todo processo biotecnologico, ¢
definida pelo microrganismo e as condi¢des de cultivo.
O fungo filamentoso Aspergillus ¢ o melhor produtor de
exo e endoglicosidades, e é reconhecido pelas elevadas
concentracdes de B-glicosidases, o que representa uma
vantagem no processo de sacarificagdo da biomassa
(Singh et al., 2009; Castro et al., 2010).

Pardmetros como tipo e concentragdo de fontes
de carbono, nitrogénio e fosforo, pH, umidade e
temperatura representam  varidveis operacionais
determinantes no processo de fermentagao (Singhania
et. al., 2010). O nivel de umidade varia de acordo com
0 ecossistema formado entre o microrganismo € o
substrato. Baixos niveis de umidade levam a inibicao
do crescimento microbiano e, consequentemente, a
ineficiente utilizacdo do substrato. Em contrapartida,
o excesso de umidade resulta na diminuicdo da

porosidade, na baixa difusao de oxigénio e na reducao
de trocas gasosas, que prejudicam a respiragdo
microbiana (Holker et al., 2004).

Diversos meios de suplementacdo sdo usados
para suprir 0s requerimentos nutricionais dos
microrganismos, em termos de carbono, nitrogénio,
fosforo, vitaminas e minerais (Vries & Visser, 2001).
Além disso, o sistema celulolitico da maioria das
linhagens fungicas precisa ser induzido pela presenca
do substrato (celulose). Gong & Tsao (1979) relataram
diversas fontes de celulose complexa (residuos
lignocelulosicos) e agucares simples (gentiobiose,
soforose e lactose) como indutoras da produgdo de
celulases em fermentagdo submersa. A resposta das
células fungicas aos diferentes meios varia com a
concentracdo e o tipo de indutor, o que requer o
estudo das exigéncias nutricionais do microrganismo
para estimular uma efetiva biossintese enzimatica e
atingir expressivas produtividades de celulases (Vries
& Visser, 2001). O complexo enzimatico produzido
também deve apresentar balango adequado entre os
trés principais grupos de enzimas componentes do
complexo de celulases (Singh et al., 2009; Castro et al.,
2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo
enzimatica de celulases pelo fungo filamentoso
Aspergillus niger por fermentacdo em estado soélido,
em diferentes substratos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Agroenergia, da Embrapa Instrumentagdo
Agropecuaria, em Sao Carlos, SP, em 2009.

Os substratos solidos usados nas fermentacdes
foram o bagaco de cana-de-agucar, o farelo de soja e
o farelo de trigo, com granulometria entre 1-4 mm.
Tanto o farelo de soja quanto o farelo de trigo sdo
largamente utilizados como substratos na fermentacéo
em estado sélido, por seu alto teor nutricional e suas
propriedades texturais (Pandey et al., 2000; Hu et al.,
2011). O bagago de cana-de-actcar foi cedido pela
empresa Edra Eco Sistemas Ltda. (Sao Paulo, SP), e
os farelos foram adquiridos comercialmente. Todos
os substratos foram armazenados, até utilizagdo, em
sacos de plastico a -18°C. A composic¢do dos substratos
quanto ao teor de celulose, hemicelulose, lignina e
proteinas foi analisada no Laboratério de Nutrigdo
Animal, da Embrapa Pecuaria Sudeste, em Sao Carlos,
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SP, segundo Goering & Van Soest (1970) e Van Soest
(1963). Os resultados da composi¢ao dos substratos
estao descritos na Tabela 1.

O microrganismo utilizado para fermentacao foi a
linhagem de A. niger F12, pertencente a colegdo da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro,
RJ. Os esporos de manutencdo foram preservados em
tubos de ensaio, com tampas rosqueadas, em solo estéril,
e estocados a -18°C. A ativa¢do foi realizada em duas
fases de transferéncia. Inicialmente, os esporos foram
transferidos dos tubos para um meio basico formulado
de acordo com Couri & Farias (1995), e incubados por
cinco dias em estufa a 30°C. Os conidios crescidos e
ativados na pectina citrica foram ressuspendidos pela
adicdo de 10 mL de solugdo estéril do surfactante
Tween 80 a 0,3% m v! (Labsynth, Diadema, SP,
Brasil). Frascos conicos, com meio de sabugo de
milho previamente esterilizado, foram submetidos a
inoculagdo com 1 mL da suspensdo de conidios. Apos
a inoculagdo, os meios foram incubados em estufa por
cinco dias a 32°C, periodo no qual foram verificadas
a formagdo de micélio aéreo e a esporulacdo. Para
inoculagdo, foram adicionados 100 mL de solugdo
surfactante estéril de Tween 80 a 0,3% m v!, em
cada frasco contendo os esporos crescidos em sabugo
de milho. Em seguida, a suspensdo dos esporos foi
separada das particulas de sabugo mediante filtragdo
com gaze. O volume de inoculo para fermentagao foi
determinado em microscopio com camara de Neubauer
e calculado para a concentragdo final de 107 esporos por
grama de substrato s6lido. Todo o material utilizado
foi previamente esterilizado em autoclave a 1 atm por
15 min.

As fermentagdes em estado sélido para produgdo de
celulases a partir do bagaco de cana foram realizadas
em frascos conicos de 500 mL contendo 5 g do substrato
solido, com umidade ajustada pela adicao do meio de
suplementagdo de nutrientes, conforme estabelecido
em cada etapa experimental. As fermentagdes foram
conduzidas a 32°C, em estufa com recirculagdo de ar,
até extracao enzimatica (Couri & Farias, 1995).

Tabela 1. Contetido (%) de celulose, hemicelulose,
lignina e proteina dos substratos usados na fermentagao
em estado solido.

Substrato Celulose Hemicelulose Lignina Proteina
Bagago de cana-de-agucar 46,62 26,51 21,70 1,52
Farelo de soja 34,59 18,13 9,78 43,22
Farelo de trigo 10,86 28,88 4,89 17,61
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A primeira etapa do experimento consistiu na
avaliagdo da cinética de producdo pelo monitoramento
da atividade enzimatica de celulase total e endoglucanase,
a cada 24 horas, por quatro dias, segundo Couri et al.
(2000).

Nasegunda etapa experimental, foram testadas misturas
de bagaco de cana-de-agucar com farelo de trigo e farelo
de soja, nas proporgoes de 0 a 60% em massa. A umidade
do substrato foi de 50%, ¢ o tempo de fermentagdo foi
definido com base no experimento anterior.

Como o bagaco de cana-de-aglcar apresenta
elevada capacidade de absor¢do de liquidos, foram
realizados testes de satura¢do com adicao de 20 a 90%
de agua, para selecao do intervalo de umidades a serem
avaliadas. Em seguida, foram definidas as umidades 60,
70 e 80% para adicao dos diferentes meios nutrientes.
Os meios de cultura para suplementagdo utilizados
foram: sacarose (Pinto, 1998), Mandels & Weber
basico (Mandels & Weber, 1969), Mandels & Weber
modificado, com acréscimo de carboximetilcelulose,
e Czapeck Dox (Chandra et al., 2007). A composicao
dos meios de cultura esta descrita na Tabela 2.

Para extragdo das enzimas celulases, adicionou-se
ao meio fermentado 10 mL g' de tampdo acetato de

Tabela 2. Composi¢do dos meios de complementagdo
usados para inducao da atividade enzimatica na fermentacao
em estado sélido por Aspergillus niger.

Componente Concentragéo (g L)
Mandels & Weber
Ureia 0,30
Peptona 0,75
Extrato de levedura 0,25
(NH,4),SO, 1,40
Minerais" 2,70
Mandels & Weber + carboximetilcelulose
Carboximetilcelulose 5,00
Sacarose
C,H,,0, 20,00
(NH,4),SO, 3,50
Minerais® 1,06
Czapeck Dox + carboximetilcelulose
Carboximetilcelulose 5,00
C,H,,0y 30,00
NaNO; 2,00
Minerais® 2,00

02 ¢ L' de KH,PO,; 0,30 g L' de MgS0,.7H,0; 0,40 g L' de CaCl,.2H,0;
1,40 mg L' de ZnSO,; 5,00 mg L' de FeSO,.7H,0; 2,00 mg L' de
CoCL.6H,0; 1,60 mg L' de MnSO,5H,0. ®1 g L' de KH,PO,;
0,5 g L' de MgSO,.7H,0; 0,1 g L' de KCI; 5,0 mg L' de ZnSOy;
23 mg L' de FeSO,7H,0; 6 mg L' de CuSO,.6H,0; 20 png L' de
MnSO,.5H,0. ®1 g L' de KH,PO,; 0,50 g L' de MgS0,.7H,0; 0,50 g L' de
KCI; 0,01 mg L' de FeSO,.7H,0.
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sodio a 0,2 mol L' e pH 4,5. A homogeneizacdo foi
realizada em camara rotativa por 1 hora a 120 rpm e
32°C. Em seguida, o material foi filtrado a vacuo e
centrifugado a 10.000 rpm por 15 min.

Apos cada etapa experimental, os sobrenadantes das
solugdes enzimaticas foram analisados para quantifi-
cacdo das atividades de celulase total e endoglucanase,
segundo Ghose (1987), tendo-se utilizado, como
substratos, papel de filtro e carboximetilcelulose,
respectivamente. A concentragdo de agticares redutores
produzidos, expressa em glicose, foi determinada
pelo método do 4cido dinitrossalicilico (Miller,
1959). A unidade de atividade enzimatica (UI) foi
considerada como aquela que libera 1 pmol de agucar
redutor correspondente, por minuto de reacao, a S0°C.
Todos os experimentos e 0s ensaios foram realizados
em duplicata, e os valores finais representam a
médiaterro-padrao de duas determinagoes.

Resultados e Discussao

De acordo com o perfil da cinética de produgio
enzimatica por A. niger na fermentagdo em estado
solido de farelo de trigo durante o periodo de 96 horas
de cultivo, a producdo maxima de celulase total e
endoglucanase (0,4 e 13,0 Ul g, respectivamente)
foi observada apds 72 horas (Figura 1). Esse
periodo de cultivo foi selecionado para extragdo e
comparacdo da produtividade, nas demais etapas do
experimento. O tempo de 72 horas de fermentagdo
em estado so6lido para o fungo A. niger ¢ interessante
para fins comerciais quanto a produgdo de celulases,
em comparacdo ao tempo de cultivo de outros fungos
celuloliticos. Portanto, a produtividade em celulase
total, de 0,13 UI por dia, observada apos trés dias de
processo, apresenta a mesma ordem de grandeza que
a de outras espécies fungicas produtoras de celulases.
O fungo Trichoderma reesei QMY-1 precisou de 14
dias de fermentacdo em estado solido para atingir
atividades de 6-6,5 Ul de celulase total por grama,
com produtividade de 0,43 UI por dia (Chahal, 1985).
Em cultivos com o fungo Penicillium decumbens,
foram observados valor de atividade celulasica em
torno de 0,4 Ul por grama de substrato e produtividade
de 0,08 Ul por dia, ap6s cinco dias de fermentagdo em
estado solido, em farelo de trigo (Sun et al., 2008).
De acordo com Umikalsom et al. (1997), Chaetomium
globosum apresentou produtividades de 0,14 e

1,0 UI por dia em celulase total e endoglucanase,
respectivamente, apos dez dias de fermentagdo, tendo
como substrato fibra deslignificada do fruto de palma.
Assim, a produtividade observada no presente
trabalho, apos trés dias de processo, representa
uma vantagem em relacdo a outros microrganismos
que precisam de maior tempo de fermentagdo em
estado solido, para atingir atividades enzimaticas
equivalentes.

Na etapa seguinte, avaliou-se o bagaco de
cana-de-acicar complementado com os substratos
farelo de soja e farelo de trigo, importantes fontes
de proteina (Tabela 1). O farelo de trigo também ¢
a fonte de carbono mais utilizada, por induzir uma
ampla variedade de enzimas celuloliticas (Couri
et al., 2000; Hu et al., 2011). Embora o bagaco
de cana-de-actcar apresente os maiores teores de
celulose, sua utilizacdo como fonte de carbono €
dificultada pela presenca da lignina. Houve relagdo
direta entre o aumento na propor¢do dos farelos
(de 0 a 60% em massa) e as atividades enzimaticas
avaliadas ap6s 72 horas de cultivo (Figura 2). O valor
maximo de atividade de celulase total (0,4 UTI g!) foi
verificado no substrato composto por 60% de farelo
de soja e 40% de bagaco de cana-de-agucar, atividade
12 vezes maior que a obtida com 100% de bagago
de cana-de-agucar (0,03 UI g'). Foi observado
acréscimo de 26 vezes na atividade de endoglucanase

14 - 0,60
T
1
T 127 0,50 7
S) o
| >
g 0,40
g il e
=2 81 \I P
ah =
< 030 =
N R4 3
=) o
2 ;/ 0,20 .8
£ 4 2
Z T z
< 5 F 0,10 <
0 : : : 0,00
24 48 72 96

Horas

‘ 1 Endoglucanase —&— Celulase total ‘

Figura 1. Atividades de celulase total e endoglucanase, em
fungdo do tempo, na fermentagdo semissélida de farelo de
trigo com Aspergillus niger. Umidade de 50% atingida com
solugdo de sulfato de amoénia a 0,09% (m v') em 0,1 mol L-!
de HCI. Os valores das atividades enzimaticas representam
a médiatdesvio-padrao de duas determinagdes.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.46, n.8, p.912-919, ago. 2011



916 U.F. Rodriguez-Zuiiiga et al.

(8,0 frente a 0,3 UI g!') na mistura com 60% de
farelo de trigo, na fermentagdo em estado solido.
No entanto, a comparagdo desses resultados com
os de outros estudos ¢ limitada, em virtude da
grande variedade de microrganismos utilizados
e das condi¢cdes de fermentagdo. Todas essas
variaveis originam um amplo intervalo de valores
na literatura. Singhvi et al. (2011), por exemplo,
relataram atividades de celulase e endoglucanase
superiores a 60 ¢ 360 UI g, respectivamente, ao
avaliar mutantes de Penicillium, apds sete dias de
fermentacdo em estado so6lido de farelo de trigo.
Farzaneh et al. (2011) observaram atividades
celulasicas de 0,21 UI g! apds trés dias de cultivo
de Acidothermus cellulolyticus, em fermentacdo em
estado solido.

Para utilizar o bagaco de cana-de-agucar como
substrato principal com potencial de desenvol-
vimento para producdo de celulases especificas
(Singh et al., 2009; Castro et al., 2010; Maeda et al.,
2011), optou-se por continuar as etapas seguintes
do experimento com concentracdo minima dos
outros substratos na mistura. A partir dos resultados
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Figura 2. Atividade de celulase total e endoglucanase
na fermentacdo em estado solido com Aspergillus niger,
em substrato composto por bagaco de cana-de-agucar
complementado com diferentes proporgdes de farelo de soja
e farelo de trigo, em meio de suplementagdo de Czapeck
Dox, com adi¢do de 5 g L' de carboximetilcelulose ¢
umidade de 50%, base umida. Os valores das atividades
enzimaticas representam a médiatdesvio-padrao de duas
determinagdes.
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apresentados na Figura 2, amistura compostapor 10%
de farelo de soja e 90% de bagaco de cana-de-agucar
atingiu atividades de 0,14 Ul g, em celulase total,
e de 2,2 Ul g'! em endoglucanase (entre cinco e oito
vezes a produtividade da fermentagao com 100% de
bagaco de cana-de-actcar). A escolha do farelo de
soja para complementar o bagaco de cana-de-agticar
baseou-se nos maiores valores obtidos para
atividade de celulase total, analise enzimatica que
mede a atividade sinérgica das endoglucanases,
exoglucanases e P-glicosidades, componentes do
coquetel de celulases. O farelo de soja também
apresenta as maiores concentragoes de proteina e
celulose (Tabela 1). Sun et al. (2008) observaram que
o elevado teor em componentes amilaceos no farelo
de trigo pode atuar como inibidor na sintese das
celulases, em decorréncia da inducao preferencial
de enzimas amilases.

Nos experimentos anteriores, observou-se que
a umidade utilizada (50%) foi insuficiente para
conseguir uma completa hidratagdo do substrato.
O nivel de umidade adequado na fermentagdo em
estado sélido ¢ variavel e dependente da natureza
do material, das necessidades do microrganismo
e da expressdo de metabolitos desejados (Pandey
et al., 2000; Holker et al., 2004). Valores excessivos
de liquido na matriz sélida levam a reducdo da
porosidade, o que diminui a difusdo do oxigénio.
No entanto, baixos niveis de umidade no substrato
comprometem a difusdo de nutrientes e de oxigénio,
e levam ao acimulo de metabdlitos inibitérios do
microrganismo (Pandey et al., 2000; Holker et al.,
2004).

Houve efeito positivo da umidade na producao de
celulases, com maior énfase nos meios de Mandels
& Weber (basico e modificado), em virtude da
maior concentragdo de nutrientes na sua formulagdo
(Figura 3). Como a produtividade obtida com 60%
de umidade, nos meios Mandels & Weber basico e de
sacarose, foi pouco representativa (<0,05 UT g'), seus
valores ndo foram apresentados na Figura 3.

As diversas fontes de nitrogénio organico (ureia,
peptona e extrato de levedura) no meio de Mandels
& Weber (Tabela 2) intensificaram as atividades de
celulase total (Figura 3). Khowala & Sengupta (1992),
ao avaliar a seletividade de A. niger em diversas
fontes suplementares de nitrogénio, observaram a
promocdo do crescimento e a sintese de celulases, na
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seguinte sequéncia: ureia>peptona>NaNO;>extrato
de levedura. Apesar da principal fonte de carbono
microbiano na fermentacdo em estado solido ser
representada pelo substrato solido, o efeito indutor
de compostos de menores massas moleculares, como
a carboximetilcelulose (meio de Mandels & Weber
modificado) e a sacarose, tem sido registrado na
literatura ¢ no ambiente industrial da fermentacao
submersa (Castro & Pereira Junior, 2010). Mandels &
Reese (1960) compararam o efeito de diversos oligo
e polissacarideos na indugdo de celulases de 7. viride,
expressas por suas atividades de endoglucanase, com
maior potencial observado com lactose, nigerose,
lichenana, glucana de cevada e, principalmente,
soforose.

No presente trabalho, as maiores atividades foram
obtidas com o0 meio de Mandels & Weber modificado,
com adi¢do do indutor carboximetilcelulose
(Figura 4). Nessas condicdes, as atividades de celulase
total e de endoglucanase foram 0,4 ¢ 21,0 UT g,
respectivamente, valores que representam acréscimos
de 2,6 e 4 vezes, nas respectivas atividades enzimaticas
obtidas no meio de Mandels & Weber, sem adig¢ao do
indutor.

A adigdo de sacarose como fonte de carbono
indutora nos meios de sacarose ¢ Czapeck Dox foi
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Figura 3. Efeito da umidade na atividade de celulase total
na fermentagdo em estado solido com Aspergillus niger, em
substrato composto por 90% de bagaco de cana-de-agucar
e 10% de farelo de soja, com diferentes meios de
suplementagdo, apds 72 horas. Os valores das atividades
enzimaticas representam a médiatdesvio-padrdo de duas
determinagdes.

baseada nos trabalhos de Chandra et al. (2007).
Osautores observaram que aadi¢do de agucares soluveis
(sacarose, glicose) favorece o rapido crescimento
de massa celular e promove a sintese de celulases.
Do mesmo modo, Olsson et al. (2003) usaram uma
combinacao de celulose e polpa de beterraba pré-tratada
(fonte de sacarose) para potencializar a producdo de
endoglucanases. Entretanto, no presente trabalho, as
concentracdes de aglcar, no meio de sacarose, ndo
favoreceram a produg¢do enzimatica. Seiboth at al.
(1997) relataram que o sistema celulolitico microbiano
¢ suscetivel a repressdo catabolica em concentragdes
excessivas de acticares simples, como glicose, maltose
e arabinose. No caso do meio Czapeck Dox modificado
contendo sacarose e carboximetilcelulose, ¢ provavel
que a presenca desse indutor na suplementagdo nao
tenha sido suficiente para compensar o efeito repressor
da sacarose em concentragdes de 30 g L, fato que foi
agravado pela caréncia de fontes de nitrogénio organico.
Contudo, o complexo celulolitico produzido nessa
etapa, com adi¢ao de 5 g L' de carboximetilcelulose
no meio de Mandels & Weber, permitiu acréscimos nas
atividades de celulase total e endoglucanase em torno
de 2,5 e 10 vezes, respectivamente, em comparagao

\

a etapa anterior. Os resultados obtidos indicam a
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Figura 4. Efeito do meio de suplementagdo nas atividades
de celulase total e endoglucanase na fermentagdo em estado
solido com Aspergillus niger, em substrato composto
por 90% de bagago de cana-de-agucar e 10% de farelo de
soja, com 80% de umidade, apds 72 horas. Os valores das
atividades enzimaticas representam a média+desvio-padrao
de duas determinagoes.
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necessidade de aprimoramento quanto as concentragdes
de fontes proteicas.

Conclusoes

1. As melhores atividades de celulase total e
endoglucanase, de 0,4 ¢ 21,0 UI g, respectivamente,
com o uso de farelo de trigo como substrato, sdo obtidas
apos 72 horas de cultivo.

2. Ha expressivo aumento na atividade enzimatica
com o aumento na propor¢ao de farelos no substrato,
em comparagdo com a fermentacdo do bagaco de
cana-de-agucar apenas.

3.No substrato com 90% de bagago de
cana-de-agucar ¢ 10% de farelo de soja, as maiores
atividades enzimaticas sdo observadas com 70 a 80%
de umidade e suplementagdo com o meio indutor
Mandels & Weber modificado com a adigdo de
carboximetilcelulose.
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