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RESUMO

Os materiais lignoceluldsicos vém sendo objeto de estudo como fonte renovavel de energia. O bagaco
de cana-de-agucar é um dos residuos agroindustriais disponiveis em maior quantidade. As celulases
hidrolisam a celulose presente na biomassa lignocelulésica & agucares fermentesciveis para produgdo
de etanol de segunda geracdo. O pré-tratamento desta biomassa facilita a hidrolise enzimatica. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a hidrolise enzimética do bagaco de cana pré-tratado quimicamente
utilizando enzimas produzidas pelo fungo FSDE16 no cultivo em estado sélido. Foi realizado o cultivo
com 60% de farelo de trigo com 40% de bagaco de cana, enriquecido com sulfato de aménio 1%
(m/mu0), concentragéo de indculo de 10° esporos/g, durante 5 dias a 33°C. Em seguida, foi realizado
o0 estudo da melhor temperatura de secagem do fermentado: 50, 60, 70, 80 e 90°C. Apés, foi realizado
0 pré-tratamento do bagaco de cana com NaOH 3% (m/v) na razdo 1:20 sélido/liquido a 121°C por 90
minutos. Entdo, foi realizada a hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado, razdo 1:20 solido/liquido, a
50°C, pH 4,8, 150 rpm, o fermentado s6lido como carga enzimatica, variando a proporgdo pré-
tratado/fermentado em 1:1, 1:2 e 2:1. O melhor resultado de atividade enzimética foi para a
temperatura de secagem de 60°C, com um valor de 1,81 FPU/g. Para a desativacdo do microrganismo
o melhor resultado da temperatura foi 90°C. Para a hidrolise enzimética, nos trés casos o
comportamento da curva de concentracdo de ART foi semelhante, obtendo-se o pico maximo em 8
horas com um valor de aproximadamente 5,0 g/L.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar, Hidrélise enzimatica, Cultivo em estado solido.

INTRODUCAO

Muitos pesquisadores através de grandes esforcos vém desenvolvendo métodos a fim
de encontrar rotas tecnologicas para reutilizacdo de residuos agroindustriais através da
conversdo destes em produtos de interesse (GASPAROTTO et al.,, 2014). Dentre estes
residuos destaca-se 0 bagago de cana-de-agucar por estar disponivel em grande quantidade
nas usinas sucroalcooleiras (CATELAN e PINOTTI, 2019). Os residuos agroindustriais sao
basicamente compostos lignoceluldsicos, sendo constituidos majoritariamente de celulose,
hemicelulose e lignina (FREIRE et al., 2014).
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O etanol de segunda geragdo ou bioetanol, surgiu como uma alternativa de fonte

renovavel em substituicdo aos combustiveis fosseis, pois enquanto o etanol de primeira
geracdo provém de compostos amilaceos ou sacarose da cana-de-agucar, o bioetanol pode ser
gerado através de agucares fermentesciveis presentes nestes residuos agroindustriais. Para que
isto aconteca, 0 material precisa passar pelo processo de hidrdlise para que ocorra a quebra da
celulose em aclicares fermentesciveis, como a glicose (SALOMAO, 2017).

Em geral, os materiais lignoceluldsicos apresentam uma estrutura complexa e
compacta sendo necessario submeter esta biomassa a pré-tratamentos fisicos e quimicos antes
da sua hidrolise para producédo do etanol. Esta etapa € responsavel pela remocéo da lignina e
hemicelulose, reducdo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do material, de
maneira a tornar a celulose susceptivel a hidrolise (RABELO, 2010).

A hidrolise enzimatica € a rota bioldgica mais utilizada para hidrolisar a celulose a
glicose. E uma reacdo heterogénea, catalisada por enzimas, possui alta especificidade, gera
menos inibidores do que a hidrdlise acida, além de gerar produtos menos degradantes ao meio
ambiente (NUNES et al., 2013). As celulases sédo enzimas eficientes na degradacdo da
celulose, sendo as mais comuns neste tipo de processo. Estas enzimas podem ser produzidas
por diversos microrganismos, mas o0s fungos apresentam maiores rendimentos para a
producéo de celulases (CATELAN e PINOTTI, 2019).

Uma das formas de se obter estas enzimas a baixo custo € através do cultivo em estado
solido (CES). O CES trata-se do crescimento de microrganismos em substratos sélidos na
auséncia de agua livre, sendo de maior vantagem que a fermentacdo submersa devido a
capacidade de simular o habitat natural de fungos (RODRIGUES-ZUNIGA et al., 2011).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a hidrolise enzimatica do
bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado quimicamente com solucdo de NaOH 3% (m/v)
utilizando enzimas produzidas pelo fungo Aspergillus sp. FSDE16 por cultivo em estado

solido utilizando farelo de trigo e bagaco de cana in natura como substratos.

METODOLOGIA

Producao de celulases: Foi utilizado o fungo Aspergillus sp. FSDE 16. Este fungo foi isolado

do solo de descanso da Usina Japungu Agroindustrial, localizada no municipio de Santa Rita,

estado da Paraiba. O mesmo foi previamente selecionado como produtor de celulases pela

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br




CONGRESSO
NACIONALde
PESQUISA cENSINO

emC|ENCIAS

” CONAPESC

medida do halo de degradagcdo em meio contendo carboximetilcelulose (CMC) como fonte de
carbono (CARVALHO-GONGCALVES, 2017).

Para o indculo, foi feito o repique dos fungos em placas de Petri contendo meio BDA
(Batata, Dextrose, Agar). Este procedimento foi realizado em uma camara de seguranca
bioldgica. Antes do repique, foram esterilizados o meio BDA e placas de Petri em autoclave a
120°C por 15 min. Foi feito o repique do microrganismo e as placas foram incubadas durante
7 dias a 33°C.

Apds o crescimento, foi feita a suspensdo dos esporos em agua destilada esterilizada.
Para obtencdo do volume de suspensdo com a concentracdo de 10° esporos/g, primeiramente
foi feita a contagem de esporos em camara de Neubauer no microscopio eletrénico, obtida

pela Equacdo 1. Posteriormente o volume de indculo foi obtido pela Equacéo 2.

Concentracdo (esporo/mL) =Y * 5.10* * fator de diluicéo (1)

Onde:

X: namero de esporos na camara de Neubauer (quatro extremidades e o centro)

s concentragio (esporo/grama)*massa do meio
Volume (inoculo)= porre © @

concentragdo (esporo/mL)

O fungo foi cultivado em meio contendo 60% de farelo de trigo com 40% de bagaco
de cana como substratos. Antes de iniciar o cultivo, foi feito o ajuste da umidade do meio para
70% utilizando solucdo de sulfato de aménia 1% (m/mu20). A quantidade de agua foi obtida
através da Equacao 3.

umidade desejada - umidade do residuo (3)

my;, o=massa do residuo*
H,O 1 - umidade desejada

Foram pesados 60 gramas do farelo de trigo umedecido e 40 gramas de bagaco de
cana umedecido, em seguida foram colocados em erlenmeyer de 1000 mL, o procedimento foi
repetido preenchendo-se mais trés erlenmeyers. Os erlenmeyers foram fechados e colocados
em autoclave durante 15 minutos a 121°C para esterilizagdo do meio. Em seguida, foi feita a

inoculagdo com o volume de indculo calculado anteriormente, 0 meio foi bem homogeneizado

e os erlenmeyers foram incubados durante 5 dias sob a temperatura de 33°C. Ap0s o periodo
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de incubacéo, todo o substrato fermentado foi armazenado sob refrigeracdo para posteriores

andlises de atividade enzimatica e desenvolvimento da hidrélise do bagaco de cana com as
enzimas obtidas neste cultivo.

Determinacdo da atividade enzimatica: Para a analise de celulase total (FPase), foi obtido o

extrato enzimatico utilizando-se como solvente &dgua destilada na proporcdo de 20 mL/g de
fermentado. Adicionou-se a dgua em aproximadamente 1 grama de amostra, a mistura foi
homogeneizada e aguardou-se 30 minutos. Apds, foi feita a filtracdo da mistura com papel de
filtro, e posteriormente iniciou-se a analise de atividade.

Foi seguida a metodologia proposta por GHOSE (1987) com adaptacdes. Preparou-se
tiras de papel de filtro, cortadas nas medidas de 1cm x 6 cm. Em tubos de ensaio, foram
colocadas as tiras de papel enroladas em forma espiral, em seguida adicionou-se 1,0 mL de
solucdo tampdo citrato de sddio 50mM, pH 4,8. Posteriormente, foram adicionados aos tubos
0,5 mL do sobrenadante do extrato enzimatico, agitou-se levemente em vortex, € 0S mesmos
foram incubados em banho-maria a 50°C durante 60 minutos para ocorrer a reacdo. Apds esse
tempo, a estante com os tubos foi colocada em banho de gelo.

Preparou-se o branco das amostras. Em tubos de ensaio, foram adicionados 1,0 mL de
tampdo citrato de s6dio e em seguida adicionou-se 0,5 mL do sobrenadante do extrato
enzimatico, a mistura foi homogeneizada em vortex. Preparou-se também o branco do
espectrofotémetro, adicionando-se 0,5 mL de tampao citrato de sédio e 0,5 mL de solucdo de
acido dinitrosalicilico (DNS) em um tubo de ensaio.

Em seguida, transferiu-se 0,5 mL da mistura reacional para tubos contendo 0,5 mL de
DNS, a mistura foi homogeneizada em vortex. O mesmo procedimento foi feito para o branco
das amostras. Em seguida incubou-se em banho-maria a 100°C durante 5 minutos, e logo
depois a estante com os tubos foi colocada em banho de gelo. Apds isso, adicionou-se 6,5 mL
de &gua destilada em todos os tubos para diluicdo, e foi realizada a leitura no
espectrofotdbmetro em absorbancia 540 nm. Para determinagdo da concentracdo de agucares
redutores foi construida uma curva padrdao (MILLER, 1959; GHOSE, 1986). O valor da

atividade enzimaética pode ser calculado atraves da Equacdo 4.

(A-B) x fxdx1,5xR (4)
(0,18 x 60 x 0,5)

FPase =

Onde:
FPase = quantidade de celulase total (U/g);
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A = absorbéancia da amostra;

B = absorbancia do branco da amostra;

f = fator de conversao da curva de calibracdo (mg/mL);

d = diluicdo da amostra;

1,5 = volume total do meio de reacdo (mL);

0,18 = fator de conversdo de miligramas para umol de glicose;
60 = tempo de reacdo (min);

0,5 = volume da enzima no meio de reacdo (mL);

R = razdo volume de solvente por grama de meio cultivado (mL/g).

Avaliacdo da secagem do fermentado e manutencdo da atividade enzimatica: Foram

avaliadas temperaturas de secagem do fermentado de 50°C, 60°C, 70°C, 80°C e 90°C, nas
quais as enzimas pudessem permanecer ativas, porém o microrganismo fosse inativado. Em
placas de Petri pesou-se cerca de 5 g do fermentado, em seguida colocou-se em estufa sob a
temperatura a ser analisada. Ap6s 20 h, foi retirado da estufa uma amostra de
aproximadamente 0,5 g para avaliar se 0 microrganismo permanecia ativo, e em seguida todo
o resto foi armazenado sob refrigeracdo para posterior analise da atividade enzimatica.

Para avaliar se 0 microrganismo estava desativado foi feito o plaqueamento em placas
de Petri contendo meio BDA, utilizando-se a diluicdo com agua destilada da amostra do
fermentado seco na razdo de 1:10 sélido/liquido, entdo utilizou-se 1 mL dessa diluicdo para
realizar o plagueamento. Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C durante 5 dias para
verificar se havia crescimento. Apoés verificar a melhor temperatura, todo o fermentado foi
seco em estufa e armazenado sob refrigeracdo para posteriormente ser utilizado em hidrélise.

Pré-tratamento _do bagaco de cana-de-acucar: Foram pesados 60 gramas de bagaco de

cana, e de acordo com a razdo solido/liquido de 1:20 colocou-se em erlenmeyer contendo
1200mL de solugdo de NaOH 3% (m/v) e fechados. Posteriormente, foram colocados em
autoclave na temperatura de 120°C durante 90 minutos. Apos isso, 0s erlenmeyers foram
retirados e resfriou-se em &gua. Em seguida, foi feita a lavagem do bagaco de cana em &gua
corrente utilizando filtro de pano até atingir pH em torno de 6, e entdo o bagaco foi seco em
estufa sob temperatura de 60°C. Apds 24 horas, retirou-se da estufa e o bagaco de cana-de-
acucar foi triturado em liquidificador doméstico e armazenado em recipiente fechado sob

temperatura ambiente.
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Hidrolise enzimatica: Foram pesados 3,0 gramas de sélido de acordo com cada propor¢édo de

CONGRESSO

bagaco pré-tratado e fermentado seco, que foram: 1:1 pré-tratado/fermentado, 2:1 pré-
tratado/fermentado e 1:2 pré-tratado/fermentado. Em seguida, considerando a razéo
solido/liquido de 1:20, foram colocados em erlenmeyers contendo 60 mL de solucdo tampéo
citrato de sédio 50mM em pH 4,8. Apds, foram colocados em incubadora shaker com
velocidade de rotagdo de 150 rpm durante 48 horas sob a temperatura de 50°C. Foram
retiradas amostras nos tempos de Oh, 1/2h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h e 48h para anélise de
acucares redutores totais.

Analise de Acucares Redutores Totais (ART): Para esta analise, colocou-se em tubos de

ensaio foram adicionados 0,5 mL do sobrenadante da amostra com 0,5 mL de DNS, realizado
em duplicata, e agitou-se em vortex. Foi preparado também o branco do espectrofotémetro,
adicionando-se 0,5 mL de agua destilada com 0,5 mL de DNS.

Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria a 100°C durante 5 minutos.
Apos esse tempo, a bandeja com os tubos foi colocada em banho com &gua gelada.
Posteriormente, adicionou-se 4 mL de agua destilada para dilui¢do, e foi realizada a leitura no
espectrofotdbmetro em absorbancia 540 nm. Para determinacdo da concentracdo de agucares
redutores totais foi construida uma curva padrdo (MILLER, 1959). O valor da concentracédo

pode ser determinado a partir da Equagéo 5.

Conc.=Axdx4xf (5)

Onde:

Conc. = concentracao de agUcares redutores totais (mg/mL);
A = absorbancia da amostra;

f = fator de conversdo da curva de calibragdo (mg/mL);

d = diluicdo da amostra;

4 = diluig&o da inversdo da sacarose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo Aspergillus sp. FSDE16 apresentou bom crescimento em meio contendo farelo

de trigo com bagaco de cana. Também apresentou bom valor quanto a sintese de celulases, foi
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obtido um valor de atividade enzimética de FPase de 1,5039 FPU/g em 120 horas de cultivo, e
em termos de produtividade 0,30 FPU/g.dia.

Nos estudos de ALMEIDA (2012), realizou-se a produgdo de enzimas atraves do cultivo
do fungo T. reesei RUT-30 em meio sélido sendo 25% de bagaco de cana e 75% de farelo de
trigo, umidade de 70%, temperatura de incubagdo de 28°C, foi obtido um valor de atividade de
1,342 FPU/g em 7 dias de cultivo, este valor pode ser considerado proximo com o do presente
trabalho, porém em termos de produtividade obteve-se 0,19 FPU/g.dia, enquanto que o valor do
presente trabalho é maior.

DARONCH et al. (2015) realizou cultivo em estado solido do Penicillium sp. utilizando
casca de soja como substrato, umidade de 70%, concentragdo de indculo de 10° esporos/g,
temperatura de incubacdo de 30°C e obteve seu melhor resultado de atividade enzimatica de
1,185 FPU/g com 7 dias de cultivo, este valor € um pouco inferior ao valor obtido no presente
trabalho.

Para a secagem do fermentado, os resultados de atividade enzimatica de FPase estdo na

Figura 1, onde € possivel se observar o seu comportamento.

Figura 1. Comportamento da atividade FPase em diferentes temperaturas de secagem do

fermentado
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Observando a Figura 1, percebe-se que a melhor temperatura de secagem em relacao a
manutencdo da atividade enzimética foi 60°C, a partir de 70°C nota-se que a atividade
comega a cair tendo o seu menor valor a 90°C. Porém, mesmo com a secagem a 90°C foi
possivel manter 66% da atividade de FPase. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de que

existem condicdes Otimas de temperatura para a atividade das enzimas.
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SANTOS et al. (2014) em seus estudos produziram enzimas por Rhizopus sp. através

do cultivo em estado solido, e obtiveram um melhor resultado de estabilidade da atividade
enzimatica de FPase na temperatura de 60°C, acima desta temperatura a queda de atividade
foi acentuada, as enzimas perderam cerca de 50% da sua atividade.

PEREIRA (2013) em seu trabalho ao analisar a temperatura 6tima para atividade de
FPase de enzimas secretadas pelo fungo A.niger IFBMDO1, verificou que o melhor valor foi a
60°C, sendo observado um declinio na atividade a partir de 70°C.

DELABONA et al. (2012) ao analisarem a influéncia da temperatura na atividade
enzimatica de FPase, utilizaram enzimas produzidas pelo fungo A.fumigatus P4A0M2 por
cultivo em estado sélido, e obtiveram como melhor faixa de temperatura de 45°C a 60°C,
apos essa temperatura observou-se uma queda de atividade enzimatica.

Em relacdo a avaliacdo da desativacdo do fungo Aspergillus sp. FSDE16 nas
temperaturas de secagem do fermentado, o microrganismo apresentou crescimento nas
temperaturas de 50°C a 70°C, s6 apresentou pouco crescimento a 80°C e nenhum crescimento
a 90°C. Como visto na Figura 1, em 90°C houve consideravel queda atividade enzimatica,
baseado nestes resultados, optou-se por usar o fermentado seco a 60°C como carga enzimatica
para hidrolise com o pressuposto de que em 8 horas de ensaio ndo haveria muito crescimento
do fungo. FERREIRA et al. (2011) avaliaram a termo resisténcia de fungos isolados de
néctares de maracuja e abacaxi e obtiveram resultados que mostraram que acima de 85°C 0s
microrganismos foram desativados, pois alguns fungos sdo extremamente termo resistentes e
necessitam de temperaturas altas para sua desativa¢do microbiana.

Os resultados na Figura 2 mostram o comportamento da liberacdo de acucares
redutores totais na hidrolise do bagaco de cana ao longo do tempo.

Figura 2. Valores da concentragdo de ART durante a hidrolise
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Nos trés casos pode ser observado comportamento semelhante das curvas de
concentracdo de ART. Inicialmente a concentracdo de acucares redutores totais foi
aumentando indicando que houve liberacdo destes durante a hidrolise, até atingir seu pico
maximo em 8h. Para as trés propor¢oes estudadas, que foram 1:1 pré-tratado/ fermentado, 1:2
pré-tratado/fermentado e 2:1 pré-tratado/fermentado, os valores de concentracdo de ART
obtidos foram 5,01 g/L, 4,99 g/L e 4,35 g/L, respectivamente. Observa-se que nos dois
primeiros casos os valores de concentracdo foram muito préximos, enquanto no terceiro caso
o valor obtido foi um pouco inferior, mostrando que dobrar a quantidade de pré-tratado em
relagdo ao fermentado influencia negativamente na hidrolise.

No trabalho de RODRIGUES (2016), para o bagaco pré-tratado com hidréxido de
sodio 2% (m/v) com mesma condicdo de agitacdo e temperatura proxima de 47°C, pH
proximo de 5,0, carga enzimatica de extrato bruto produzida pelos fungos filamentosos
A.fumigatus e A.niger e concentracdo proxima de bagaco pré-tratado de 2,2%, o melhor
resultado de hidrolise em concentracdo de ART foi no tempo de 12 horas com um valor de
6,30 g/L, enquanto que no presente trabalho foi de aproximadamente 5,0 g/L em 8 horas, 0s
valores podem ser considerados proximos.

PRATTO (2015) em seus estudos realizou hidrélise enzimética da palha de cana-de-
acucar pré-tratada com NaOH 4% (m/v), pH 5,0, velocidade de agitacdo de 200 rpm, 10%
solidos (m/v), temperatura de 50°C e carga enzimatica de 10 FPU/g do complexo enzimatico
CellicCTec2, em 8 horas de hidrolise obteve um resultado de concentracdo de ART de
aproximadamente 17 g/L, sendo este valor cerca de trés vezes maior com o0s resultados
obtidos no presente trabalho. E importante salientar que o complexo enzimatico CellicCTec
sdo enzimas comerciais que passam por tratamento de purificacdo e concentracdo, enquanto
as utilizadas neste trabalho sdo extratos enzimaticos brutos provenientes de um cultivo de
microrganismos.

MENDES et al. (2015) realizaram hidrolise enzimatica do bagaco de cana pre-tratado
com &cido sulfarico 1,5% (v/v) combinado com solugdo de NaOH 4% (m/v), pH 5,0,
concentracdo de sélidos de 10 g/L, temperatura de 50°C, velocidade de agitacdo de 200 rpm
durante 24 horas, 2 mL de extrato bruto produzido por Cellulomonas sp., e obteve-se 0
melhor resultado de concentragdo de ART 0,96 g/L em 24 horas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O fungo FSDE16 apresentou bom crescimento em meio sélido contendo farelo de
trigo com bagaco de cana sendo possivel obter enzimas para realizacdo da hidrolise. Também
foi obtido através da avaliacdo da secagem do fermentado a melhor temperatura para
desativacdo do microrganismo e manutencdo da atividade enzimética de FPase.

Foi possivel avaliar a utilizacdo do residuo fermentado seco como carga enzimatica
para hidrolise enzimética do bagaco pré-tratado, bem como diferentes proporcbes. Para
quantidades menores de fermentado o declinio de concentracdo ao longo do tempo na curva
de ART foi menor. Também foi possivel observar que através dos resultados de hidrdlise
observou-se que para o tempo estudado os resultados de concentracdo de ART foram
coerentes quando comparados com os da literatura.

Como sugestBes para futuros trabalhos, seria interessante estudar a temperatura de

60°C para realizar a hidrolise, bem como avaliar outras propor¢des de pré-tratado/fermentado.
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