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RESUMO

Com o aumento da demanda por energia e de problemas de poluicdo causados por
combustiveis fosseis, 0os materiais lignocelulésicos vém sendo objeto de estudo como
fonte renovavel de energia, afim de minimizar os problemas ambientais. O Brasil é 0
maior produtor de cana-de-agucar. As enzimas do sistema celulolitico hidrolisam a
celulose presente nestes materiais a agticares fermentesciveis para producéo de etanol de
segunda geracdo. O pré-tratamento da biomassa lignocelul6sica rompe o escudo formado
pela lignina, reduz a cristalinidade da celulose e aumenta a porosidade facilitando a
hidrdlise enzimatica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a hidrélise enzimética do
bagaco de cana pré-tratado quimicamente utilizando enzimas produzidas pelo fungo
FSDE16 no cultivo em estado sélido. Foi realizado o cultivo do fungo em meio contendo
60% de farelo de trigo com 40% de bagaco de cana, enriquecido com solucéo de sulfato
de amonio 1% (m/mu20). O cultivo foi realizado em erlenmeyer de 1000 mL contendo
100 g de meio sélido. Em seguida, o meio foi esterilizado e foi feita a inoculacdo com
concentragdo de 10° esporos/g. Posteriormente, o cultivos foi incubado durante 5 dias a
temperatura de 33°C. Apos, todo o fermentado foi armazenado sob refrigeracdo para
analise. Em seguida, foi realizado o estudo da melhor temperatura de secagem do
fermentado, amostras de aproximadamente 5 g foram secas nas temperaturas de 50, 60,
70, 80 e 90°C. Apds, foi realizado o pré-tratamento do bagago de cana com NaOH 3%
(m/v) em erlenmeyers de 2000mL, na razdo 1:20 sélido/sélido, em autoclave a 121°C por
90 minutos. E entdo, foi realizada a hidrdlise enzimatica do bagaco pré-tratado, razéo
1:20 solido/liquido, sob agitacdo de 150 rpm e temperatura de 50°C, pH 4,8, utilizando o
fermentado s6lido como carga enzimaética, variando a proporcao pré-tratado/fermentado
em 1:1, 1:2 e 2:1. O melhor resultado de atividade enzimaética foi para a temperatura de
secagem de 60°C, com um valor de 0,09 FPU/mL. Para a desativagdo do microrganismo
o melhor resultado da temperatura de secagem foi 90°C. Para a hidrélise enzimatica, o
melhor resultado foi para o caso da proporcao pré-tratado/fermentado 1:1 com um valor
de pico de concentracdo de agucares redutores totais (ART) de 5,0 g/L em 8 horas, mas
em relagdo ao melhor comportamento da curva de ART o melhor resultado foi para o caso
da proporcdo pré-tratado/fermentado 2:1.

Palavras-chave: bagago de cana-de-agUcar, hidrélise enzimatica, cultivo em estado
solido, enzimas.



ABSTRACT

With increasing energy demand and pollution problems caused by fossil fuels,
lignocellulosic materials have been used as a renewable source of energy in order to
minimize environmental problems. Brazil is the largest producer of sugarcane. The
enzymes of the cellulolytic system hydrolyze the cellulose present in these materials to
fermentable sugars for the production of second-generation ethanol. The pretreatment of
the lignocellulosic biomass breaks the lignin shield, reduces the crystallinity of the
cellulose and increases its porosity facilitating the enzymatic hydrolysis. The aim of this
work was to evaluate the enzymatic hydrolysis of pretreated sugarcane bagasse using
enzymes produced by the FSDE16 fungus in the solid-state fermentation. The fungus was
cultured in medium containing 60% wheat bran and 40% sugarcane bagasse, enriched
with 1% ammonium sulfate solution (m/mw20). Fermentation was carried out in a 1000
ml erlenmeyer flask containing 100 g of solid medium. The medium was then sterilized
and inoculated with a concentration of 10° spores/g. Subsequently, the culture was
incubated for 5 days at 33 °C. Afterwards, all fermented was stored under refrigeration
for analysis. After that, the study of the best drying temperature of the fermented was
carried out, samples of approximately 5 g were dried at temperatures of 50, 60, 70, 80
and 90 °C. Afterwards, the pretreatment of sugarcane bagasse with 3% NaOH (m/v) in
2000mL erlenmeyers at 1:20 solid/solid ratio was performed in autoclave at 121 °C for
90 minutes. And then, the enzymatic hydrolysis of the pretreated bagasse with carried
out, considering a 1:20 solid/liquid ratio, under agitation of 150 rpm and a temperature of
50 °C, pH 4.8 and using solid fermented as an enzymatic charge, varying the
pretreated/fermented ratio in 1:1, 1:2 and 2:1. The best result of enzymatic activity was
at the drying temperature of 60 °C, with a value of 0.09 FPU/mL. For the deactivation of
the microorganism, the best result of the drying temperature was 90 °C. For the enzymatic
hydrolysis, the best result was for the pre-treated/fermented 1:1 ratio with a peak value of
total reducing sugars (ART) of 5.0 g/L in 8 hours, but in relation to the better behavior of
the curve of ART, the best result was for the pre-treated/fermented ratio 2:1.

Key words: sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis, solid-state fermentation, enzymes.
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1. INTRODUCAO

Diante do aumento da demanda por energia e da necessidade de geracdo de nova
matriz energética sustentdvel no mundo atual, pesquisas por fontes renovaveis de energia,

principalmente etanol, tém sido pesquisadas em todo o mundo.

Por esse motivo, 0s materiais resultantes das atividades agricolas de origem
lignocelulosica, como o bagaco de cana-de-agucar, palha, madeira, restos de culturas de
grdos e frutiferas, tém sido objeto de pesquisa para aproveitamento nos processos de
obtencédo de energia renovavel (ALMEIDA, 2012). O bagago de cana-de-aglcar ocupa

posicao de destaque destes materiais provenientes das atividades agricolas brasileiras.

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 hidrdlise para producdo do etanol. Esta etapa é responsavel pela remocao da
lignina e hemicelulose, reducéo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do
material, de maneira a tornar a celulose susceptivel a hidrélise (RABELO, 2010). Esta
etapa € muito importante pois deixa a celulose mais disponivel para o ataque das enzimas

celuloliticas.

O etanol de primeira geracéo, que é obtido a partir da sacarose da cana, vem sendo
cada vez mais produzido porque ainda € o Unico combustivel capaz de atender a crescente
demanda mundial por energia renovavel de baixo custo e de baixo poder poluente. Porém,
estudos vem sendo desenvolvidos nos processos que utilizam materiais lignocelulésicos,
a partir da celulose e da hemicelulose, para producdo do etanol de segunda geracao
(AZEVEDO, 2014).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos por duas fragdes polissacaridicas
(celulose e hemicelulose) e lignina. As fragdes polissacaridicas constituem de 50 a 70%,
sendo majoritaria a celulose com cerca de 40 a 60% do material (VASQUEZ, 2007).

A dificuldade de converter a biomassa lignoceluldsica em insumos quimicos é
atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfolégicas. A conversdao do componente
celulosico dessas biomassas residuais a glicose, requer o uso de enzimas celuloliticas

(NASCIMENTO, 2015). A celulose representa um dos maiores complexos naturais de
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carbono organico presente na estrutura da parede celular de plantas. Dentre os materiais

naturais, é o biopolimero mais abundante do mundo (ROSA, 2014).

As rotas de hidrolise mais estudadas sdo: hidrolise &cida e hidrdlise enzimatica.
Embora a hidrélise acida de biomassa seja eficiente e relativamente barata, gera residuos
poluentes e produtos que inibem a fermentacdo posterior. Por isso, a sacarificacdo

enzimética tem sido objeto da maior parte dos estudos (AGUIAR, 2010).

As enzimas celulases sdo eficientes na degradacédo de celulose, sendo as mais
comuns no processo. Diversos tipos de microrganismos sao potencialmente produtores

de celulase, desde que estejam em condicdes adequadas (RABONATO, 2013).

Uma das formas de se obter celulases a baixo custo € através da fermentacdo em
estado sélido. A fermentagdo em estado sélido trata-se do crescimento de microrganismos
em substratos solidos 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).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a hidrdlise enziméatica do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado
quimicamente utilizando enzimas produzidas pelo fungo FSDE16 por cultivo em estado

solido.

2.2. Especificos

e Repique do fungo FSDE16;

e Producdo de enzimas a partir do cultivo do fungo FSDE 16 em meio contendo
farelo e bagago de cana;

e Avaliar a secagem do residuo fermentado quanto a manutencao da atividade
enzimatica;

e Realizar pré-tratamento com NaOH do bagaco de cana-de-acucar utilizado na
hidrdlise enzimatica;

e Avaliar o processo de hidrdlise enzimatica do bagaco de cana pré-tratado

utilizando o residuo fermentado seco como carga enzimatica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Biomassa lignocelulésica

Os materiais lignoceluldsicos sdo formados por estruturas duras e fibrosas,
compostas basicamente de hemicelulose e celulose, entremeadas por uma macromolécula

composta por alcoois aromaticos, lignina, que se encontra unida por ligagdes covalentes
e de hidrogénio (VASQUEZ, 2007), como mostra a Figura 3.1.

Figura 3.1. Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignoceluldsico

Fonte: VASQUEZ, 2007

Dentre as biomassas agroindustriais, destacam-se as de composicao
lignocelul6sica oriundas de varios processos agricolas e incluem palhas, cascas, cavacos,
madeiras duras, madeiras moles, residuos das industrias de papel, bagacos diversos, entre
outros. Sdo fontes renovaveis e disponiveis em grandes quantidades (RABONATO,
2013).

A biomassa lignocelulésica é composta, em média, de 35-50% de celulose, 20-
35% de hemicelulose e 10-25% de lignina, além de pequenas quantidades de outros
componentes, tais como extrativos, cerca de 5-20% (AGUIAR, 2010). As caracteristicas
quimicas e bioldgicas destes residuos séo variaveis em funcéo do tipo e idade do vegetal,
manejo do cultivo, caracteristicas do solo e clima e processo industrial (RABONATO,
2013).
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Tabela 3.1 — Composi¢do quimica de alg_]uns residuos Iig_]nocelulésicos
Residuos Celulose (%0) Hemicelulose (%0) Lignina (%)

Lignocelulédsicos

Bagaco de cana 32-47 27 -32,7 19 - 26,3
Casca de soja 40 - 53 14 - 33 1-8
Casca de aveia 30,5 28,6 23,1
Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Palha de millho 25-41.2 34,5 14,1
Palha de arroz 32,1-435 22 - 24 17,2 -18
Jornal 40 - 64,4 21,7 - 40 18 - 30
Papel 85-99 0 0-15
Residuos Urbanos 40 26 20

Fontes: AGUIAR, 2010; ALMEIDA, 2012; SOUSA, 2014

Observando a Tabela 3.1, percebe-se que o bagaco de cana € uma das biomassas
residuais que mais dispde de celulose e hemicelulose. Isso também justifica o fato de
utiliza-lo para a producéo de etanol de segunda geracao.

3.1.1. Celulose

A celulose € o biopolimero de carboidrato existente mais abundante na natureza.
E o principal componente da parede celular vegetal e serve como material estrutural,
através do qual as plantas terrestres obtém resisténcia para ficar na posicao vertical
(VALADARES, 2013).

A estrutura especifica da celulose é formada pela uniao de moléculas de B-glicose,
através de ligagdes P-1-4-glicosidicas. Nessa estrutura duas unidades de glicose sédo
ligadas pela eliminagdo de uma molécula de &gua entre os grupos hidroxilicos, dando

origem a molécula da celobiose (RIBEIRO, 2013), como pode ser visto na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular

OH
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Fonte: RABELO, 2010.

De uma forma mais detalhada, as cadeias de celulose sdo mantidas por inimeras
ligacGes de hidrogénio intra e intermoleculares as quais sdo responsaveis pela formacéo

de microfibrilas rigidas, insoltveis e cristalinas (PEREIRA, 2013).

As regibes cristalinas sdo formadas pela configuracdo paralela das cadeias
lineares, contribuindo para a insolubilidade da celulose e sua baixa reatividade, ao mesmo

tempo tornando-se mais resistente a hidrélise acida e enzimatica (PINTO, 2010).

A principal vantagem da celulose para uso energético, quando comparada com
derivados de petroleo, por exemplo, é sua grande disponibilidade, uma vez que ela
provém de matéria-prima renovavel (GUILHERME, 2014).

3.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose ocorre em associacao intima com a celulose e a lignina e contribui
para a rigidez da parede celular vegetal das plantas dos tecidos lignificados. Tem uma
composi¢do heterogénea de varias unidades de acUcares, dependendo do tipo de planta
(LORENCINI, 2013).

Quimicamente, as hemiceluloses sdo heteropolissacarideos, formados por varios
residuos de agucares como D-xilose, D-manose, D-arabinose, D-galactose, dentre outros,
e por 4cidos urdnicos. Estes actcares sao ligados entre si, por ligacdes glicosidicas -1-

4, formando uma estrutura principal composta por um tipo de residuo, a partir do qual
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surgem ramificacOes laterais de cadeias curtas de outros acucares (PALMA, 2003). A

Figura 3.3 mostra a estrutura quimica de algumas hemiceluloses.

Podem receber diferentes denominagdes, como por exemplo, xilanas, mananas,
arabinanas, entre outras, conforme a composicdo e predominancia dos monossacarideos
(AGUIAR, 2010). A xilana ¢ o principal componente da hemicelulose e 0 segundo mais

abundante polissacarideo natural existente (SANTOS, 2012).

Figura 3.3 — Estruturas quimicas de algumas hemiceluloses

Glucuronoarabinoxilano

Xiloglucano

Galactomanano

* Oxigénio
¢ Carbono
- Hidrogénio

Fonte: AGUIAR, 2010

As hemiceluloses encontram-se intercaladas as microfibrilas de celulose
proporcionando elasticidade e impedindo que as microfibrilas se toquem. (RIBEIRO,
2013). Diferente da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular e néo
contém regides cristalinas, sendo mais sollveis que a celulose e, portanto, mais suscetivel
a hidrdlise quimica sob condi¢des mais brandas (ANDRADE, 2014).

3.1.3. Lignina

Depois da celulose, a lignina é a substancia organica polimérica mais abundante

nas plantas. E a substancia que confere rigidez a parede das plantas, estando associadas
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com as hemiceluloses atraves de interacdo fisica e ligacGes covalentes. A distribuicdo da
lignina nas ceélulas e nas plantas ndo é uniforme, assim como sua contribui¢cdo em cada

espécie ndo é a mesma (RUEDA, 2010).

A lignina é o mais complexo dos constituintes do material lignoceluldsico,
formado por componentes fendlicos e alifaticos. E formada pela polimerizagdo

desidrogenativa de alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (SIQUEIRA, 2011).

Devido ao fato da lignina apresentar muitas variagcbes com relacdo a espécie e
parte das plantas, época do ano, solo e clima, e também a grande dificuldade de se isolar
essa macromolécula sem que seja alterada a estrutura original, ndo é possivel formular
sua estrutura quimica (VIEIRA et al., 2014). Sendo, geralmente, um polimero natural
formado basicamente por unidades de fenilpropano que estdo ligados entre si. A Figura

3.4 apresenta a estrutura geral da lignina.

Figura 3.4 — Estrutura geral da lignina

N
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Fonte: RUEDA, 2010.

A estrutura bioquimica da fracdo lignina ndo esté relacionada a moléculas simples
de acucar, ndo sendo utilizada, portanto, para a producdo de etanol por rotas
fermentativas. Essa fracdo, no entanto, desempenha um papel fundamental para o sucesso

da tecnologia de hidrolise, uma vez que dificulta o acesso a celulose (ANDRADE, 2014).
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Na producéo de etanol a partir da biomassa lignocelulosica é necessario eliminar
a lignina para que as celulases e as hemiceluloses sejam hidrolisadas. No entanto, a
lignina pode servir como ponto de partida para a obtencdo de matérias primas para

plasticos e outros compostos organicos (GONCALVES, 2009).

3.2. Cana-de-agucar

A cana-de-acUcar, cujo nome cientifico & Saccharum officinarum, € uma das seis
espécies do género Saccharum. E originaria da india e foi introduzida no Brasil na época
colonial, sendo hoje muito cultivada em regides tropicais e subtropicais do pais. A maior
parte da cana cultivada € um hibrido da planta original com outras espécies da mesma
familia (NASCIMENTO, 2011).

Figura 3.5 — Estrutura tipica da cana-de-agtcar

Fonte: LOPES, 2015

Podendo atingir de 2 a 5 metros de altura, é composta, principalmente, por dgua e
agucares que se concentram nos colmos, sendo a sacarose o carboidrato predominante.
As fibras também sdo abundantes e estdo distribuidas por toda a planta, mas com maior

presenca nas partes duras (LOPES, 2015).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar, tendo grande importancia para o

agronegocio brasileiro. Estima-se para a safra 2017/2018 uma producdo de 647,6 milhdes
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de toneladas de cana-de-agucar, ante aos 657,1 milhdes da safra 2016/2017. Atualmente,
a cana-de-aclcar é considerada uma das grandes alternativas para o setor de
biocombustiveis devido ao grande potencial na producdo de etanol e aos respectivos
subprodutos (CONAB, 2017).

Dentre os subprodutos da producédo de acucar e alcool destacam-se o bagaco, a
vinhaca, a torta de filtro e a levedura. Estes subprodutos vém sendo reutilizados visando
reduzir custos de producdo ou até mesmo comercializados com outros setores industriais
(PIETROBON, 2008).

3.2.1. Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-agucar € um residuo gerado em grandes gquantidades pelas
industrias de acUcar e alcool no Brasil. De cada tonelada de cana moida, obtém-se em
média 300 Kg de bagaco (AGUIAR E LUCENA, 2011; MORAIS E BROETTO, 2012).

ApOs extracdo da sacarose, aproximadamente 75% do bagaco € utilizado na
geracdo de calor e energia para a usina e cerca de 25% é estocado ou disposto em aterros
(AGUIAR E LUCENA, 2011). Devido ao excedente deste residuo que nédo ¢ utilizado
ainda sdo causados problemas de estocagem e poluicdo ambiental, se tornando necessario
0 estudo de alternativas para aproveitamento deste material.

O bagaco de cana como uma fibra vegetal, € constituido por celulose,
hemicelulose, lignina e pequena quantidade de extrativos e cinzas (ASSUMPCAO et al.,
2016).

Através de processos biotecnolégicos, o bagaco de cana também pode ser
utilizado para a producgéo de etanol e enriquecimento proteico (utilizada na formulagdo
de racGes de gado). Este material apresenta a vantagem de ja estar processado na saida da
moenda, alem de custo minimo com relacéo ao transporte. Para a producéo de etanol, as
etapas envolvidas sdo hidrdlise e fermentagio (MORAIS E BROETTO, 2012;
PIETROBON, 2008).
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3.3. Pre-tratamento da biomassa lignocelulésica

Para a conversdo bioldgica da biomassa lignocelulésica em acgucares para a
producdo de etanol e outros produtos, é necessario desenvolver um pré-tratamento
eficiente na reducdo da estrutura rigida e tornar a celulose mais acessivel ao ataque das
enzimas, que convertem os polimeros de carboidratos em aclcares fermentesciveis. O
objetivo de qualquer pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos € o de romper o
escudo formado pela lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade
do material facilitando a hidrélise (AFONSO, 2012; SOUSA 2014). Como pode ser visto

na Figura 3.6, a qual mostra o efeito do pré-tratamento em materiais lignocelul6sicos.

Figura 3.6 — Efeito do pré-tratamento em materiais lignoceluldsicos

Lignina

Celulose

Pré-tratamento \e ! %

Fonte: MAZIERO, 2013.

Algumas etapas podem ser realizadas para que haja uma degradacdo e/ou
fracionamento do material, facilitando, deste modo, 0 acesso das enzimas celuloliticas ao
material (PHILIPPINI, 2012). Um pre-tratamento eficiente deve reunir os seguintes
requisitos: (a) evitar a degradacéo de carboidratos, (b) evitar a formacgéo de co-produtos
inibitorios das etapas subsequentes de hidrolise e fermentacdo e (c) ter custo efetivo
(MORETTI, 2010).Pré-tratamentos para a biomassa lignocelulésica incluem métodos
quimicos, mecanicos, biolégicos e suas varias combinac6es. Cada procedimento difere
em relagdo ao mecanismo de acdo (VALADARES, 2013).

Estudos tém mostrado que o pré-tratamento é a etapa de mais importante e

determinante para viabilizar a tecnologia de obtengdo de bioetanol a partir de
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lignocelulosicos, isto porque esta etapa define o rendimento e o custo o qual os

carboidratos de celulose e hemicelulos podem ser convertidos (MAZIERO, 2013).

3.3.1. Pré-tratamento fisico

Os métodos fisicos ou mecénicos permitem aumentar o tamanho dos poros e a
area superficial disponivel, diminuindo assim a cristalinidade da celulose e o seu grau de
polimerizacdo. Existem varios tipos de processos fisicos, como por exemplo: o ultrassom,
a irradiacdo, moinho de bolas, martelos de trituracdo e cilindros de moagem (GOMES,
2015). Este processo néo produz inibidores microbianos e usualmente conduz ao aumento
do rendimento do bioetanol (PEREIRA, 2014). O pré-tratamento mecénico por moagem
também € bastante utilizado em combinacdo com o pré-tratamento quimico
(LORENCINI, 2013).

3.3.2. Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico consiste na utilizacdo de uma substancia quimica seja
ela 4cida ou basica visando solubilizar a hemicelulose e lignina. Dentre eles: &cidos
diluidos e concentrados, hidréxido de sodio, hidroxido de célcio, ozonolise e organosolv
(GOMES, 2015).

Com destaque para as bases que promovem a remoc¢do e a desestruturacdo da
lignina, de forma a aumentar a exposicdo da celulose a futuros ataques enzimaticos ou
quimicos (FACUNDES, 2014). O hidroxido de sddio apresenta um resultado mais

eficiente em biomassas com teor baixo de lignina de 10 a 18% (MORO, 2015).

O tratamento basico tem a vantagem de requerer condigdes de temperatura e
pressdo amenas e a degradacdo de agucares € menos intensa quando comparada com o
tratamento acido. Entretanto, demandam um longo tempo de residéncia de horas e até
dias (MORO, 2015).

3.4. Hidrolise Enziméatica

Uma das principais aplicacdes das enzimas do complexo celulolitico esta na

hidrélise da biomassa lignocelulosica para a obtencdo de glicose. A hidrolise é a etapa
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mais importante nesse processo de conversdo da biomassa em agucares fermentesciveis
(FACUNDES, 2014).

A hidrolise pode ser acida ou enzimatica, quando é realizada pela acdo das
enzimas celulases. Trata-se de um complexo enziméatico composto por pelo menos trés
grandes grupos de celulases: as endoglucanases, as exoglucanases e as fB-glucosidades
(GOMES, 2015). Os processos enzimaticos apresentam vantagem pois requerem
condicBes brandas, temperaturas proximas a 50°C, pH na faixa 4,5 - 6,0 e operagdo a
pressdo atmosférica, permitindo menor destruicdo de acglUcares e menor acumulo de
inibidores de fermentacdo (RIBEIRO, 2013). Porém, a hidrolise enzimatica também tem
sua limitacdo quando comparada com a &cida. O uso de enzimas requer um tempo maior

para que ocorra a hidrélise (PINTO, 2010).

A hidrolise enzimatica é uma reacdo heterogénea e requer o contato fisico direto
entre enzima e substrato. As enzimas difundem-se em solugdo aquosa na superficie das
particulas, atravées das barreiras fisicas, como a lignina, adsorvendo-se na superficie do

substrato e, em seguida, catalisam a hidrélise (RIBEIRO, 2013).

Os fatores que afetam a hidrélise da celulose incluem a porosidade (&rea de
superficie acessivel) do material lignocelul6sico, cristalinidade da fibra de celulose, e 0
contetdo de hemicelulose (ANDRADE, 2014).

Atualmente, grande parte da hidrdlise enzimética é realizada com enzimas
comerciais, porém sdo enzimas de alto custo. Com a disponibilidade de enzimas de baixo
custo e de substratos mais baratos como os lignoceluldsicos, alguns microrganismos sdo

capazes de crescerem neste tipo de substrato e produzir enzimas (RODRIGUES, 2016).

As enzimas celulases hidrolisam a celulose a agtcares redutores, que podem ser
fermentados por microrganismos a bioetanol. Porém as celulases sdo proteinas, e estas
ndo conseguem penetrar com facilidade a barreira da lignina, o que torna dificil o acesso
dessas enzimas as fibras de celulose, por isso, é de extrema importancia um pre-
tratamento antes da hidrolise (SILVA, 2015).
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3.5. As enzimas celulases

As enzimas do sistema celulolitico foram classificadas com base no modo de
catalise sobre a fibra de celulose e em fungos ha trés classes principais de enzimas
hidroliticas: endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidades (CINTRA, 2016).

As endoglucanases degradam regides menos cristalinizadas na fibra da celulose
(ligagOes internas do polimero), produzindo oligossacarideos e celobiose. Estas enzimas
hidrolisam de forma mais ou menos aleatoria as ligagdes B-(1-4)-glicosidicas nas regides

amorfas da celulose ou na superficie das microfibrilas (SILVA, 2015).

O grupo das exoglucanases é constituido por celobiohidrolase e glucanohidrolase.
As glucanohidrolase sdo capazes de liberar glicose diretamente da fibra celulésicsa. Ja as
celobiohidrolases agem de maneira progressiva em extremidades redutoras e nao-
redutoras da celulose, e possuem maior afinidade por celulose insoltvel e cristalina ou
microcristalina, liberando marjoritariamente a celobiose, além de glicose e celobiose
como produtos. Estas enzimas normalmente sofrem inibicdo pelo produto formado, a
celobiose (ODISI, 2013).

As B-glicosidades, também denominadas celobiases, possuem a funcdo de
desdobrar a celobiose gerada pelas celobiohidrolases e endoglucanases em glicose.
Estritamente falando, as B-glicosidades ndo sao celulases legitimas, mas sua contribuicao
é muito importante para a eficiéncia da hidrdlise da celulose pela remoc¢éo da celobiose

do meio reacional, que € um potente inibidor competitivo (SANTOS, 2008). A Figura......

Figura 3.7 — Esquema da acéo da celulase sobre a molécula da celulose
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Fonte: RABONATO, 2013.
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A reacgdo sinérgica ocorre como um resultado da acdo sequencial, cooperativa
entre os componentes do complexo celulolitico, em que o produto de uma reacdo

enzimatica torna-se o substrato para o outro (LUCARINI et al, 2017).

A susceptibilidade da celulose a hidrélise enziméatica € em grande parte
determinada pela acessibilidade das enzimas celulase. Qualquer caracteristica estrutural
que limite a acessibilidade das enzimas diminui o rendimento hidrolitico (OGEDA,
2011).
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4. METODOLOGIA

4.1. Producéo de celulases

O fungo utilizado nesse estudo foi o0 FSDE16. Este fungo foi isolado do solo de
descanso da Usina Japungu Agroindustrial S.A, localizada no municipio de Santa Rita,
estado da Paraiba, pela pesquisadora Lais Campos Teixeira de Carvalho. O mesmo foi
previamente selecionado como produtor de celulases pela medida do halo de degradacao

em meio contendo carboximetilcelulose (CMC) como fonte de carbono.

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 do Laboratério de Bioengenharia, no Centro de Tecnologia. Antes
do repique, foram esterilizados o0 meio BDA e placas de Petri em autoclave a 120°C por
15 min. Apo6s, a camara foi devidamente esterilizada com alcool 70% e luz UV durante
20 minutos. Para o procedimento utilizou-se al¢a de platina e papel filme. Apds o repique,
as placas foram incubadas durante 7 dias a 33°C.

Apo6s o crescimento, foi feita a suspensdo dos esporos em agua destilada
esterilizada. A suspenséo de esporos foi armazenada em tubos previamente esterilizados.
Para obtencdo do volume de suspensdo com a concentracdo de 10° esporos/g,
primeiramente foi feita a contagem de esporos em cdmara de Neubauer no microscopio
eletronico, obtida pela Equacéo (1). Posteriormente o volume de in6culo foi obtido pela

Equacao (2).

C=Yx*x5x10%*f (1)

Onde:

C = Concentracéo de esporos (esporos/mL);

Y. x= Quantidade de esporos contados na camara de Neubauer, nas 5 regides;
f = fator de diluicéo.

cd *M
V=" )
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Onde:
Cd = Concentracdo desejada (esporos/g);
V = volume do in6culo (mL);
C = Concentracéo de esporos (esporos/mL);
M = Massa do substrato (100 g).

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 necessario fazer o ajuste
da umidade do meio para a desejada. Para analisar a umidade dos residuos, primeiramente
determina-se 0 peso seco das placas de aluminio. As placas foram colocadas em estufa
com circulacdo de ar a 105°C, e ap0s 24 h as mesmas foram retiradas e colocadas em

dessecador durante 20 minutos. Apds isso, foram pesadas em balanca analitica.

Em seguida, as amostras foram pesadas nas placas de aluminio. Posteriormente,
as mesmas contendo as amostras de residuo foram colocadas em estufa a 105°C durante
24 horas. Apos isso, foram retiradas, colocadas em dessecador durante 20 minutos e
pesou-se as placas contendo as amostras de residuo seco para determinacédo do peso final

da amostra, obtido conforme Equacgéo (3):
Pf=Pt—Pp (3)

Onde:
Pf = Peso final da amostra;
Pt = Peso seco total;
Pp = Peso seco das placas.

Ap0s obtencdo do peso final, determina-se entdo a umidade da amostra, através

da Equacéo (4):

U:¥*100 (4)

i

Onde:
U = umidade (%);
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Pi = Peso inicial da amostra;

Pf = Peso final da amostra.

Em seguida, para obtencdo da umidade desejada é necessario preparar a solucéo
de enriquecimento, solucdo de sulfato de amoénio 1% (m/mu20). Para isto, foi preciso
calcular a quantidade de &gua para adicionar ao meio e deixa-lo na umidade desejada,
obtida através da Equacéo (5). A solucéo foi entdo preparada de acordo com o volume de

agua obtido.
mg = m, * id__ulf; (%)
Onde:

ma = massa de agua;
mr = massa do residuo;
ud = umidade desejada;

ur = umidade do residuo.

A solucéo foi preparada adicionando-se 1% de sulfato de aménio a massa de &gua
necessaria para umedecer 0 meio, seguindo a metodologia proposta por CARDOSO
(2016). Apos o preparo da solucdo, residuos foram umedecidos com o volume de solucéo
obtido para o ajuste de umidade de 70%. 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 com algoddo, gaze e papel aluminio e
colocados em autoclave durante 15 minutos a 121°C para esterilizacdo do meio. Em
seguida, foi feita a inoculacdo utilizando-se uma pipeta automatica com o volume de
indculo calculado anteriormente na Equacéo (2), com a concentragéo de 10° esporos/g, o
meio foi bem homogeneizado para que houvesse crescimento do fungo em todo o meio
solido e os erlenmeyers foram incubados durante 5 dias sob a temperatura de 33°C. Apds
o periodo de incubacéo, todo o substrato fermentado foi armazenado sob refrigeracéo para
posteriores analises de atividade enzimatica e desenvolvimento da hidrolise do bagago de

cana com as enzimas obtidas neste cultivo.
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4.2. Atividade Enzimatica

Para a analise da atividade enzimatica de celulase total (FPase), foi obtido o
extrato enzimatico utilizando-se como solvente agua destilada na proporcéo de 20 mL/g
de fermentado. Adicionou-se a agua em aproximadamente 1 grama de amostra, a mistura
foi homogeneizada e aguardou-se 30 minutos. Apos, foi feita a filtragdo 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 sédio 50mM, pH 4,8. Posteriormente,
foram adicionados aos tubos 0,5 mL do sobrenadante do extrato enzimatico, agitou-se
levemente em vortex, e os mesmos foram incubados em banho-maria a 50°C durante 60
minutos para ocorrer a rea¢do. 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 sodio 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 tampéo citrato de s6dio e 0,5 mL

de solucdo de &cido 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. Apos isso,
adicionou-se 6,5 mL de agua destilada em todos os tubos para dilui¢do, e foi realizada a
leitura no espectrofotdmetro em absorbancia 540 nm. Todo este procedimento foi
realizado em duplicata. Para determinacdo da concentracdo de acucares redutores foi
construida uma curva padrdo. O valor da atividade enzimatica pode ser calculado através

da Equacéo (6):

(A-B) x fxdx1,5xR

FPase = (0,18 x 60  0,5) (6)
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Onde:
FPase = quantidade de celulase total (U/g);
A = absorbancia da amostra;
B = absorbancia do branco da amostra;
f = fator de conversdo da curva de calibragdo (mg/mL);
d = diluicdo da amostra;
1,5 = volume total do meio de reagdo (mL);
0,18 = fator de conversao de miligramas para umol de glicose;
60 = tempo de reacdo (min);
0,5 = volume da enzima no meio de reagéo (mL);

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

4.3. Avaliacao da secagem do fermentado e manutencao da atividade enzimatica

Foram avaliadas temperaturas de secagem do fermentado nas quais as enzimas
pudessem permanecer ativas, porém o microrganismo fosse inativado. As temperaturas
estudadas foram: 50°C, 60°C, 70°C, 80°C e 90°C.

Em placas de Petri foi pesado uma amostra com aproximadamente 5 g do
fermentado. Em seguida o0 mesmo foi colocado em estufa sob a temperatura a ser
analisada. Apos 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 enzimética seguindo a metodologia
descrita no item 4.2.

Para avaliar se 0 microrganismo estava desativado foi feito o plagueamento em
placas de Petri contendo meio BDA, utilizando-se a diluicdo com agua destilada da
amostra do fermentado seco na razéo de 1:10 sélido/liquido, entdo utilizou-se 1 mL dessa
diluicio para realizar o plagueamento. Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C
durante 5 dias para verificar se havia crescimento.

Este procedimento foi repetido para cada temperatura mostrada anteriormente.
Apos verificar a melhor temperatura, todo o fermentado restante foi disposto em bandeja
e colocado em estufa para secagem e armazenado sob refrigeracdo para posteriormente

ser utilizado em hidroélise.
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4.4. Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar

4.4.1. Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-acucar utilizado foi adquirido em um engenho localizado no
municipio de Santa Rita—PB. Em seguida, o mesmo foi disposto em bandejas e colocadas
em estufa com circulacdo de ar sob a temperatura de 60°C para secagem. Apds um
periodo de 48 horas, foram retiradas as bandejas da estufa e o bagaco foi triturado em
liquidificador domestico. Em seguida, foi armazenado em recipiente fechado a

temperatura ambiente.

4.4.2. Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acUcar

O pré-tratamento do bagacgo-de-cana foi realizado com solucdo de NaOH em
erlenmeyers de 2000 mL em autoclave. As condi¢des de experimento utilizadas foram:
solucdo de NaOH 3% (m/v), temperatura de 120° C, tempo de 90 min e razdo
solido/liquido 1:20.

Inicialmente foram pesados 60 g de bagaco de cana, em seguida o mesmo foi
colocado em erlenmeyer contendo 1200mL de solucdo de NaOH, logo apds os
erlenmeyers foram tampados com gaze e algoddo. Este procedimento foi realizado em
duplicata. Posteriormente, foram colocados em autoclave durante o tempo determinado.
Apos isso, os erlenmeyers foram retirados e resfriou-se em agua. 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 colocou-se 0 bagaco em bandeja para secagem em estufa sob
temperatura de 60°C. Ap0s 24 horas, a bandeja foi retirada da estufa e o bagaco de cana-
de-acucar foi triturado em liquidificador doméstico e armazenado em recipiente fechado

sob temperatura ambiente.
4.4.3. Hidrdlise enzimatica
Para a hidrolise foram analisadas trés condigdes de propor¢éo entre o bagaco de

cana pré-tratado e o fermentado seco: 1:1 pré-tratado/fermentado, 2:1 pré-

tratado/fermentado e 1:2 pré-tratado/fermentado. As condicGes de experimento foram:
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temperatura de 50°C, razdo solido/liquido de 1:20, velocidade de rotacdo de 150 rpm e
tempo de hidrélise de 48 horas.

Foram pesados 3,0 gramas de solido de acordo com cada propor¢do de bagaco
pré-tratado e fermentado seco, em seguida foram colocados em erlenmeyers de 150 mL
ja contendo 60 mL de solucdo tampado citrato de sodio 50mM em pH 4,8. Os erlenmeyers
foram tampados com algodao e gaze. Em seguida, foram colocados em incubadora shaker
durante o tempo determinado. Foram retiradas amostras nos tempos de Oh, 1/2h, 1h, 2h,
4h, 6h, 8h, 24h e 48h para andlise de acUcares redutores totais. Este procedimento foi

realizado em duplicata.

4.4.4. Analise de Acucares Redutores Totais (ART)

Para a analise de ART, as amostras foram diluidas em agua destilada na proporcao
de 1:6. Apds, seguindo a metodologia proposta por Miller (1959), 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

espectrofotbmetro, 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. Apds esse tempo, a bandeja com os tubos foi colocada em banho com agua
gelada. Posteriormente, adicionou-se 4 mL de agua destilada para diluicéo, e foi realizada
a leitura no espectrofotdmetro em absorbancia 540 nm. Para determinacdo da
concentracdo de agUcares redutores totais foi construida uma curva padrdo. O valor da

concentracdo pode ser determinado por:

Conc.=AXdXxX4Xxf (7)

Onde:
Conc. = concentragdo de agUcares redutores totais (mg/mL);
A = absorbancia da amostra;
f = fator de conversdo da curva de calibragédo (mg/mL);
d = diluicdo da amostra;

4 = diluicéo da inversdo da sacarose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Producéao das enzimas

O fungo apresentou bom crescimento em meio contendo farelo de trigo com
bagaco de cana, como esperado devido & estudos anteriores realizados de acordo com
CARDOSO (2016), em que se utilizou estas fontes indutoras. Na Figura 5.1 esta mostrado

0 desenvolvimento do fungo neste meio.

Figura 5.1 —Crescimento do fungo em meio contendo farelo de trigo com bagaco de cana
com (a) 0 horas e (b) 120 horas

(@) (b)

Neste cultivo foi obtido um valor de atividade enzimatica de FPase de 1,5039
FPU/g em 120 horas de cultivo. O fungo também apresentou bom resultado quanto a

sintese de enzimas celuloliticas.

Comparando este resultado com o trabalho de ALMEIDA (2012), com producéo
de enzimas através 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% e temperatura de incubacgéo de
28°C, foi obtido um valor de atividade de 1,342 FPU/g em 7 dias de cultivo, os valores
de atividade obtidos podem ser considerados préximos, porém em termos de

produtividade no trabalho para 7 dias de cultivo tem-se um valor de 0,19 FPU/g.dia,
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enquanto que no presente trabalho para 5 dias de cultivo tem-se um valor de 0,30

FPU/qg.dia.
5.2. Secagem do fermentado

Na Figura 5.2, estdo os resultados de atividade enzimatica de FPase para as

temperaturas estudadas, onde se observa o seu comportamento.

Figura 5.2 - Comportamento da atividade de FPase a diferentes faixas de temperatura de

secagem do fermentado

Atividade Enzimatica (FPU/qg)

50 &0 70 E0
Temperatura (°C)

Observando a figura 5.2 percebe-se que a melhor temperatura de secagem em
relacdo a manutencdo da atividade enzimatica foi 60°C, a partir de 70°C nota-se que a
atividade comeca a cair tendo o seu menor valor a 90°C. Mas, 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 condi¢bes Otimas de
temperatura para a atividade das enzimas. De acordo com o trabalho de PEREIRA (2014),
a temperatura 6tima para atividade de enzimas FPase, secretadas pelo fungo A.niger

IFBMDO1, foi de 60°C, sendo observado um declinio na atividade a partir de 70°C.
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Ja o estudo realizado por SOUZA et al (2015), obteve melhor resultado para
atividade de FPase, também secretadas por um fungo, na temperatura de 50°C, sendo

também observado um declinio a 70°C.

Na Figura 5.3, estdo os resultados do estudo do crescimento do microrganismo

com relacdo a temperatura de secagem.

Figura 5.3 - Crescimento do microrganismo apo6s secagem do fermentado a diferentes
temperaturas: (a) 50°C, (b) 60°C, (c) 70°C, (d) 90°C e (e) 80°C

(a) (b) (©)

(d) (€)

Agora observando o comportamento da temperatura em relacdo a desativacao do
microrganismo, vemos na Figura 5.3 que o0 microrganismo sé apresentou pouco

crescimento com secagem a 80°C e nenhum crescimento com secagem a 90°C.

Como visto na Figura 5.2, em 90°C houve consideravel queda da atividade
enzimatica, baseado nestes resultados, optou-se por usar o fermentado seco a 60°C como
carga enzimatica para hidrélise com o pressuposto de que em 48 horas ndo haveria muito
crescimento do fungo.
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5.3. Pré-tratamento do bagaco-de-agucar
Na Figura 5.4 mostra a comparagao de antes e apds o pré-tratamento na autoclave,
observando a cor do licor apds o processo, percebe-se que o liquido esta mais escuro

indicando que houve remocéo de lignina durante o processo.

Figura 5.4 — Comparacéo do licor (a) antes e (b) apds o pré-tratamento em autoclave

(@) (b)
Observando a Figura 5.5, e comparando o bagago de cana antes e apds o pré-
tratamento, é possivel perceber que houve eficiéncia no método, tendo reducdo na

granulometria e na estrutura fisica do bagaco.

Figura 5.5 — Comparacgédo do bagaco de cana (a) antes e (b) apos o pré-tratamento
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5.4. Hidrdlise do bagaco de cana-de-agucar
Os resultados nas figuras abaixo mostram o comportamento da liberacdo de
acucares redutores totais na hidrélise do bagaco de cana ao longo do tempo. Pode ser

observado nos trés casos o comportamento das curvas de concentragéo de ART.

Figura 5.6 - Concentracdo de ART na proporcao 1:1pré-tratado/fermentado

P
L | L
- -

Concentragdo ART (g/L)
‘H""m.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 4 2 12 1§ 20 24 2B 12 36 40 44 18

Tempo de hidrdlise (h)

Na Figura 5.6, observamos neste caso que inicialmente a concentracdo de ART
foi aumentando indicando que houve liberacdo durante a hidrolise, atingiu seu pico
méaximo de 5,01 g/L no tempo de 8 h e se manteve aproximadamente constante até 24 h,

porém apos esse tempo a concentragdo comegou a cair chegando no valor de 2,31 g/L em
48 h.
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Figura 5.7 - Concentracdo de ART na proporcao 1:2 pre-tratado/fermentado

Concentragdo ART (gfL)

24 2B 22

Tempo de hidrdlise (h)

35 40 44 4B

Neste segundo caso da Figura 5.7, podemos observar um comportamento

semelhante ao do primeiro caso mostrado na Figura 5.6, inicialmente a concentracao de

ART subiu até atingir seu pico méximo em 8 h com um valor de 4,99 g/L, apds isto a
concentracdo comecou a cair atingindo um valor de 0,93 g/L em 48 h.

Figura 5.8 - Concentracdo de ART na proporcao 2:1 pré-tratado/fermentado

Concentragio ART (g/L)

T
iz

Tempo de hidrdlise (h)



40

Na Figura 5.8, vemos nos resultados do terceiro caso 0 comportamento um pouco
diferente em relagdo ao primeiro e segundo caso ao longo do tempo, onde inicialmente a
concentracdo de ART comecou a crescer até atingir seu pico maximo de 4,35 g/L em 8
horas, e ap0s esse tempo a concentracdo se manteve aproximadamente constante até 48
horas, com um valor de 3,92 g/L. Portanto, teve uma leve queda mas quando comparado

com 0s casos anteriores o valor caiu pouco apds o pico.

Comparando os resultados de liberacdo de ART durante hidrélise enzimética com
os dos estudos realizados por SILVA (2017), para o bagaco de cana pre-tratado com
explosdo a vapor e hidroxido de sddio 2% (m/v), com condic¢des de temperatura e agitacdo
iguais, pH de 5,0 e carga enzimética de 10 FPU do complexo enzimatico CellicCTec,
podemos notar que o comportamento da producdo de aglcares redutores totais ao longo
do tempo de hidrdlise é diferente, a concentracdo de ART aumenta até o tempo de 72 h
enguanto que para 0s experimentos no presente trabalho, ap6s 8 horas de hidrélise a
concentracdo cai. Outro fato que pode ser comparado sdo 0s picos maximos de
concentragdo de ART, para o trabalho mencionado anteriormente o pico de liberacéo foi
29,92 g/L em 72 horas, enquanto que no presente trabalho para 0 melhor experimento foi

5,01 g/L em 8 horas, que é 5,97 vezes menor.

E importante salientar que o complexo enzimatico CelliCCTec sdo enzimas
comerciais que passam por tratamento de purificacdo e concentracdo, enquanto que as
utilizadas neste trabalho sdo extratos enzimaticos brutos provenientes de um cultivo de

microrganismos. Este fator também interfere na comparacéo dos resultados de hidrdlise.

Comparando também os resultados de hidrélise com os do trabalho de
RODRIGUES (2016), para o bagaco pré-tratado com hidroxido de sédio 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. nigere
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 6,307 g/L, enquanto que
no presente trabalho foi de aproximadamente 5,0 g/L em 8 horas, os valores podem ser
considerados proximos e é importante levar em consideragdo que para este trabalho

também foi utilizado uma carga enzimatica de enzimas brutas.
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Observando e comparando os trés casos das Figuras 5.6, 5.7 e 5.8, 0 que pode ter
ocorrido para haver a queda da concentracdo de ART ao longo do tempo de hidrolise, foi
que o fungo filamentoso FSDE 16, usado na obtencdo do extrato enzimatico bruto,
conseguiu se manter viavel nas condicdes de secagem do fermentado (60°C por 24 horas).

Durante a hidrolise houve crescimento do FSDE 16 e consumo dos agucares liberados.

Analisando as propor¢des entre o fermentado e o bagaco pré-tratado para os trés
casos, no segundo caso, que tem a maior quantidade de fermentado, a concentracéo de
ART ao longo do tempo caiu mais que nos outros casos. No terceiro caso, que tem a
menor quantidade de fermentado, a concentracdo caiu pouco ao longo do tempo
comparando com os outros dois, entdo observou-se que quanto maior a proporcao de

fermentado mais caiu a concentracao.

Na Figura 5.9, estdo as amostras retiradas durante a hidrolise apos centrifugacao,
em que podemos notar que 0 microrganismo cresceu ao longo do tempo. Este € um outro

fator que indica que o microrganismo pode ter consumido os agucares liberados.

Figura 5.9 - Crescimento do microrganismo nos tempos de hidrolise: (a) Oh e %2 h, (b) 1h
e 2h, (c) 4h e 6h e (d) 8h, 24h, 48h, respectivamente

(@) (b) (©) (d)

Segundo AGUIAR (2010), apés certo tempo de hidrolise o microrganismo
metaboliza os oligossacarideos, celobiose e glicose formados durante a degradagdo da
celulose presente no substrato, no seu trabalho foi estudada a avaliagdo da concentracéo
de ART durante a fermentacdo com o fungo Aspergillusniger em bagaco pré-tratado com
hidréxido de sédio 4% (m/v), proporcdo de 50g/L, pH préximo de 5,0 e temperatura de
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30°C. Observa-se que o comportamento da curva de ART ao longo do tempo de

fermentacgdo é semelhante ao comportamento mostrado nas Figuras 5.6 e 5.7.

Portanto, os resultados de concentracdo de ART e do crescimento do
microrganismo mostram que ndo € mais viavel continuar com o processo apos 8 horas de

hidrolise.
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6. CONCLUSOES

O fungo FSDE16 apresentou bom crescimento em meio so6lido contendo farelo de
trigo com bagaco de cana. Foi possivel obter enzimas no cultivo e quantificar a atividade

enzimatica para realizacédo da hidrolise.

Através da avaliacdo da secagem do fermentado concluiu-se que para a
temperatura de 90°C, onde ocorreu a desativagdo do microrganismo, a atividade
enzimatica foi afetada causando sua diminuicdo, entdo a melhor temperatura para a
atividade de FPase foi 60°C.

O pré-tratamento alcalino com hidroxido de sddio nas condi¢Ges estudadas se

mostrou eficiente em bagaco de cana-de-agucar.

Foi possivel avaliar a utilizacdo do residuo fermentado seco como carga
enzimatica para hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado, bem como diferentes
proporg¢des. Para quantidades menores de fermentado o declinio de concentracdo ao longo
do tempo na curva de ART foi menor.

Analisando os resultados de hidrélise, conclui-se que 0 microrganismo cresceu e
consumiu os produtos formados durante o processo. Também foi possivel concluir que a
partir de 8 horas de hidrélise, ndo se torna mais viadvel realiza-la pois a concentracao de

ART comecou a cair.

Como sugestdes para futuros trabalhos, estudar a temperatura de 60°C para
realizar a hidrdlise pode trazer melhores resultados, também avaliar outro método para
desativacdo do microrganismo como expor o fermentado a luz UV, pode ser melhor para
em tempos superiores a 8 horas de hidrélise, 0 microrganismo ndao consuma 0s produtos

formados.
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