wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

SACARIFICACAO DE BAGACO DE CANA IN NATURA E PRE-
TRATADO COM 0OzONIO POR ENZIMAS CELULOLITICAS
PRODUZIDAS POR FUNGO TERMOFILICO EM CULTIVO
SOLIDO

P. A. CASCIATORI}, F. P. CASCIATORI?, J. C. THOMEO? e R. da SILVA*

14 Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Departamento
de Quimica e Ciéncias Ambientais
23 Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Departamento
de Engenharia e Tecnologia de Alimentos
E-mail para contato: pricasciatori@yahoo.com.br

RESUMO - Enzimas celuloliticas sdo essenciais para a hidrélise de materiais
lignocelulésicos visando a producdo de etanol de segunda geracdo. A fermentacdo em
estado solido (FES) é um processo que proporciona altas concentragdes de enzimas que
podem ser aplicadas nessa hidrolise. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do
extrato produzido em FES pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila na
hidrolise enzimatica de bagaco de cana in natura e pré-tratado com ozbnio. O
planejamento experimental adotado para a sacarificagdo foi um planejamento de
superficie de resposta central composto com 5 repeticbes do ponto central. Os fatores
adotados foram volume de extrato enzimatico aplicado e tempo de hidrdlise. O teor de
acucares redutores no hidrolisado foi determinado pelo método DNS. Os estimadores
estatisticos da hidrolise de bagaco in natura e pré-tratado ndo indicaram diferenca
significativa na quantidade de agucares redutores totais liberados em funcdo do volume de
enzima e do tempo de hidrolise. Contudo, os melhores resultados foram obtidos
empregando-se maiores volumes de enzima e tempo de hidrélise. Para 0s ensaios com o
bagaco ozonolizado, notou-se um aumento de aproximadamente 80 % da quantidade de
acucares redutores liberados em relagdo ao bagaco in natura. Assim, tem-se que a
ozonolise é um pre-tratamento eficiente para aumentar a hidrdlise enzimatica, pois facilita
a acessibilidade da celulase a celulose.

1. INTRODUCAO

Diante da perspectiva de esgotamento das jazidas de combustiveis fosseis em areas de mais
facil acesso a exploracdo (que séo as reservas de petroleo acima da camada de sal, denominadas pos-
sal), as companhias petroliferas buscam fontes de mais dificil acesso (a camada pré-sal). Tal pratica
resulta em elevacdo de custos e aumenta a possibilidade de desastres ambientais. Ademais, a
preocupacdo mundial com o efeito estufa requer reducdo do consumo de combustiveis fosseis. Neste
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contexto, a producao de combustiveis limpos, como o etanol celuldsico, em larga escala € estratégica
e 0 mercado é promissor.

No Brasil, uma matéria-prima abundante para conversdo a etanol de segunda geracdo é o
bagaco da cana-de-agUcar, residuo da producdo do etanol de primeira geracdo. O bagago de cana é
predominantemente constituido por celulose, hemicelulose e lignina, sendo assim uma potencial fonte
de agUcares fermentesciveis (Pandey et al., 2000). No entanto, a producdo de alcool a partir do bagaco
de cana tem como fator limitante sua recalcitrancia. Sendo assim, pré-tratamentos quimicos, fisicos
e/ou bioldgicos tém sido propostos, com o intuito de se facilitar o acesso das celulases aos seus
substratos e obter maiores rendimentos na sacarificacdo enzimatica.

A natureza da matéria presente no bagaco de cana evidencia a importancia da etapa de pré-
tratamento do material lignocelulésico, pois os componentes estruturais contidos na parede celular
dos lignocelulosicos (celulose, hemicelulose e lignina) sdo fortemente associados, formando um
complexo estavel e recalcitrante. A parede celular da cana de actcar é composta por uma malha de
celulose contendo regides amorfas e cristalinas e hemicelulose ligadas covalentemente a lignina, o
que dificulta a acdo de enzimas que poderiam hidrolisar esses compostos em acucares
fermentesciveis. A estrutura cristalina da celulose também representa um obstaculo extra a hidrolise
enzimética. Somente com a remocao da lignina e a ruptura da celulose cristalina as enzimas teriam
acesso aos polimeros de acucar (Pinto, 2010).

O pré-tratamento tem como objetivo aumentar o tamanho dos poros e reduzir a cristalinidade
da celulose, bem como reduzir a estabilidade das fibras, sendo utilizado com o intuito de reduzir a
interacdo entre celulose, hemicelulose e lignina, solubilizando a hemicelulose e/ou a lignina, e
tornando o substrato mais acessivel as enzimas que convertem os carboidratos em acUcares
fermentesciveis (Chang et al., 1998; Jorgensen et al., 2007). Assim, o pré-tratamento Vvisa
fundamentalmente o aumento da acessibilidade das enzimas a celulose.

A ozondlise € um tipo de processo oxidativo avancado, que pode ser utilizado no pré-
tratamento quimico da biomassa lignocelulésica e sua acéo se deve a exposi¢do do material a 0zoénio,
um poderoso agente oxidante. O principal efeito deste pré-tratamento € a remocéo da lignina e parte
das hemiceluloses, favorecendo o aumento da digestibilidade enzimética do material pré-tratado
(Quesada et al., 1999; Garcia-Cubero et al., 2009). Algumas particularidades dos processos
oxidativos envolvendo ozdnio podem ser destacadas como: alta seletividade, facil geracdo e auséncia
ou baixissima concentracdo da formacéo de compostos toxicos entre lignina e o oxidante. Além disso,
0 processo geralmente é conduzido a temperatura ambiente e ndo leva a formacdo de compostos
inibidores de fermentacdo microbiana, como furfural e hidroximetilfurfural (Vidal e Molinier, 1988).

A despolimerizagdo dos carboidratos a aglcares fermentesciveis pode ocorrer por duas vias:
hidrolise enzimatica ou quimica. A via quimica € eficiente e rapida, mas gera residuos toxicos que
devem ser tratados, aumentando o numero de operagdes, consumindo energia e tornando 0 processo
pouco competitivo. A hidrélise enzimatica apresenta diversas vantagens sobre a quimica, dentre as
quais se devem destacar: menor gasto energético e alta especificidade pelo substrato evitando a
producdo de compostos indesejaveis. No entanto, a via enzimatica € mais lenta e tem como uma das
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principais barreiras processos eficientes e viaveis de producdo de enzimas a custo que ndo inviabilize
seu uso (Mishima et al., 2006).

A fermentacdo em estado solido (FES) é um processo eficiente para obtencdo de enzima
celuloliticas que podem ser aplicadas na hidrélise de materiais lignoceluldsicos. Entretanto, essa
técnica ainda carece de conhecimento cientifico e tecnologico que permita sua aplicagdo em larga
escala para diferentes combinagfes de microrganismos e substratos, com foco nos fungos
filamentosos como agentes fermentativos e nos rejeitos solidos agroindustriais como substratos
econdmica e ambientalmente amigaveis. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia do extrato produzido em FES pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila na
hidrélise enzimética de bagaco de cana in natura e pré-tratado com ozonio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Fermentacdo em reator de leito empacotado

A fermentacdo em reator de leito empacotado foi realizada em sistema similar ao empregado
por Umsza-Guez (2009), Zanelato et al. (2012) e Casciatori (2012). O fermentador foi construido em
modulos encamisados em ago inox, com 7,62 cm de diametro interno e 10 cm de comprimento, de
modo que seu comprimento totalizou 1 m de altura por meio da adi¢do consecutiva dos 10 mddulos.

O cultivo do fungo termofilico Myceliophthora thermophila no biorreator foi realizado em
substrato composto por bagaco de cana e farelo de trigo na proporcao de 7:3 p/p, com umidade inicial
do substrato de 75%, com base nas recomendacdes de Zanelato et al. (2012). As temperaturas do ar e
da camisa foram de 45 °C, temperatura 6tima de crescimento e producdo de celulases por este fungo,
e 0 tempo de fermentacdo estipulado foi de 96 horas. A taxa de aeracéo foi de 240 L/h.

2.2. Pré-tratamento do bagaco de cana

Como mateéria prima para a hidrolise enzimética, o bagaco de cana coletado na Usina Vale de
Onda Verde - SP foi lavado e seco a 60 °C até peso constante, triturado e separado em peneira
granulométrica de 0,87 mm para padronizacdo do tamanho da fibra, aproveitando-se a porcdo que
conseguiu atravessar a malha da peneira. O gas ozonio foi obtido usando o gerador Radast 10C
Ozoxi-Ozonio e para a irradiacdo de ultrassom foi empregada sonda ultrassdnica operante a 22 kHz e
temperatura ambiente.

Para o pré-tratamento do bagaco de cana coletado foram pesados 20 g de bagaco e umedecidos
com 10 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol L™, os quais foram empacotados em coluna de vidro e
colocados sob fluxo constante de ozénio durante 1 hora, em seguida o bagaco foi desempacotado e
homogeneizado. Apds a homogeneizacgdo, esse bagaco foi colocado em erlenmeyer, tratado com 400
mL de solucéo alcalina (NaOH 0,1 mol L™) e submetido ao efeito de ultrassom por 5 minutos.
Transcorrido o tempo de ultrassom, o bagaco foi mantido em repouso por 2 horas. Por fim, a fragéo
solubilizada correspondente ao pré-hidrolisado foi recolhida, filtrada e utilizada para quantificacdo de
acucares redutores. O bagaco tratado foi lavado com agua destilada, seco a 60 °C até obter peso
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constante e armazenado protegido de luz e umidade para posterior utilizagdo na etapa hidrolise
enzimaética (Perrone, 2012).

2.2. Hidrolise enzimatica

As hidrdlises enzimaticas foram realizadas em erlenmeyer, contendo 0,2 g de bagaco de cana.
Foram adicionados diferentes volumes de extrato enzimatico bruto em cada erlenmeyer, de modo a
completar o volume final para 10 mL com tampao acido acético/NaOH 0,2 M pH 5,0. Os erlenmeyers
foram colocados em agitador orbital a 150 rpm. As hidrélises foram conduzidas a 65 °C, temperatura
Otima de atividade enzimatica do extrato produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila, ja
determinada por Casciatori (2012).

Para a etapa de hidrolise enzimatica, o planejamento experimental adotado para avaliacdo da
eficiéncia de sacarificagdo foi um planejamento de superficie de resposta central composto com 5
repeticdes do ponto central. Os fatores adotados foram dois, quais sejam volume de extrato
enzimatico aplicado e tempo de hidrdlise, totalizando 13 ensaios para cada extrato enzimatico e para
cada estado do bagaco de cana (in natura e ozonolisado), sendo 9 tratamentos e 4 testes no ponto
central. O fungo empregado neste trabalho e os dois tipos de bagaco de cana foram tratados como
blocos do planejamento experimental. A variavel de resposta dos ensaios foi a quantidade de agucares
redutores liberados na sacarificagdo, obtida pelo método de DNS (Miller, 1959).

Tabela 1 — Planejamento experimental central composto dos ensaios de hidrélise enzimética

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
Ensaio | Volume de extrato Tempo de hidrélise| Volume de extrato ~ Tempo de hidrdlise
enzimatico (mL) (horas) enzimatico (mL) (horas)
1 -1 -1 3 2
2 1 -1 7 2
3 -1 1 3 6
4 1 1 7 6
5 -1,41 0 2,2 4
6 1,41 0 7,8 4
7 0 -1,41 5 1,2
8 0 1,41 5 6,8
9 0 0 5 4
10 0 0 5 4
11 0 0 5 4
12 0 0 5 4
13 0 0 5 4
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2.3. Determinacédo quantitativa de agucares redutores

Os acucares redutores do hidrolisado foram determinados pelo método de Miller (1959). A
reacdo foi conduzida adicionando-se, em tubos, 1 mL da amostra filtrada, juntamente com 1 mL do
reagente DNS e levados para o banho de ebulicdo por 10 minutos. Os tubos foram resfriados em
banho de gelo por 5 minutos e entdo, em cada tubo foi adicionado 8 mL de agua destilada. Foi tracada
uma curva de calibracdo utilizando-se glicose como padrdo e as amostras foram quantificadas por
leitura espectrofotométrica em 540 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As hidrolises enzimaticas do bagaco de cana foram realizadas de acordo com o planejamento
experimental descrito na tabela 1 do item 2.2 dos Materiais e Métodos. Os teores de agucares
redutores totais solubilizados pela hidrélise enzimatica do bagaco de cana in natura e pré-tratado com
0zOnio, determinados pelo método de Miller (1959) e expressos em mg de agUcares redutores por
grama de bagaco de cana, sdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados apresentados na Tabela 2 permitem observar que o aumento da quantidade de
extrato enzimatico resultou em um aumento da liberacdo dos acucares, bem como o aumento do
tempo de hidrolise ocasionou maior quantificacdo dos aclcares redutores. Quanto ao tempo de
hidrolise, observou-se que o melhor resultado ocorreu com um tempo mais elevado, o que pode estar
associado ao fato de que em um tempo menor, provavelmente nem todas as enzimas tinham acabado
de catalisar o substrato. Desta forma, o tempo esta correlacionado a cinética de catalisacdo, pois
guanto maior o tempo de hidrélise, maior a chance de ocorrer choques entre a enzima e o substrato,
sendo limitado pelo tempo reacional em que a hidrolise enzimatica é cessada. Contudo, deve-se
atentar para o fato de que altos tempos de reacdo podem provocar a inativagdo do complexo
enzimatico. A Tabela 2 também permite observar que para a hidrélise do bagaco de cana pré-tratado
com ozonio utilizando-se o extrato enzimatico produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila por
cultivo s6lido obteve-se uma maior liberacdo de agUcares redutores do que para 0 bagaco de cana in
natura. Com esse bagaco, obteve-se uma quantificagdo maxima de agucar redutor igual a 147,50 mg
de acucar redutor / g de bagaco tratado empregando-se 7 mL de extrato enzimatico bruto e 6 horas de
hidrolise, enquanto para o bagaco de cana in natura a maior quantificacdo foi igual a 61,82 mg de
acucar redutor / g de bagaco de cana in natura utilizando-se as mesmas condi¢6es de volume e tempo
de hidrolise.

Na Figura la € possivel notar que empregando-se um maior volume de extrato enzimatico
produzido por FES obteve-se uma maior quantidade de acgUcar redutor, pois com volumes menores
possivelmente todas as enzimas ficaram saturadas e ndo sobrou substrato para a hidrolise. Sendo
assim, para a faixa de volumes testados quanto maior o volume de extrato enzimatico utilizado na
hidrdlise, maior a eficiéncia da sacarificacdo enzimatica. No entanto, testes com volumes maiores
podem ser realizados até se encontrar o ponto a partir do qual a liberacdo de agUcares redutores torne-
se constante. Além disso, a baixa atividade especifica do complexo enzimatico também esta
relacionado a exigéncia de alta relacdo enzima/substrato para efetivacdo da hidrolise. Os dados da
Figura 1a também permitem observar que ndo ocorreu a saturagdo das enzimas pelo substrato, uma
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vez que pela projecdo da superficie de resposta ainda deveria ocorrer um aumento crescente na
liberagdo de acucares redutores em funcdo do tempo de hidrolise e do volume de extrato enzimético

empregado na sacarificacdo do bagaco de cana in natura.

Tabela 2 — AcUcares redutores liberados nas hidrdlises enzimaticas do bagago de cana in natura
e pré-tratado com 0zonio

Bagaco in natura Bagaco pré-tratado com 0z6nio

Ensaio Massa de mg de agucares Massa de mg de acgUcares

Bagaco de cana | redutores/ g de | Bagaco de cana | redutores/ g de
(@) bagaco (9) bagaco
1 0,2009 29,47 0,2010 62,19
2 0,2005 44,64 0,2011 94,48
3 0,2002 39,66 0,2012 70,08
4 0,2009 61,82 0,2000 147,50
5 0,2002 35,31 0,2001 35,48
6 0,2009 51,17 0,2006 105,68
7 0,2006 38,63 0,2007 66,27
8 0,2002 46,75 0,2001 66,97
9 0,2011 49,73 0,2012 75,05
10 0,2004 41,27 0,2006 79,26
11 0,2009 42,71 0,2004 68,36
12 0,2002 44,86 0,2004 78,84
13 0,2007 41,70 0,2010 83,58

Similarmente ao bagago néo tratado, 0 aumento do volume de extrato e do tempo de hidrdlise
aumentaram a liberacdo de agUcares redutores para o bagaco ozonolizado conforme € possivel
observar na Figura 1b. Contudo, em geral, para 0s ensaios com o bagaco pré-tratado com o0zénio
notou-se um aumento de aproximadamente 80 % da quantidade de acucares redutores liberados
quando comparado ao bagaco de cana in natura.
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Figura 1 — Superficie de resposta de agucares redutores em funcdo do tempo de hidrdlise e
volume de extrato enzimatico (a) para o bagaco in natura; (b) para o bagaco pré-tratado com
ozonio.

Os estimadores estatisticos dos dados da hidrolise enzimatica do bagago de cana in natura e
pré-tratado com o0z6nio ndo indicaram diferenca significativa na quantidade de acgUcares redutores
totais liberados com as varia¢fes do volume de enzima e do tempo de hidrdélise. Contudo, os melhores

resultados foram obtidos empregando-se maior volume de enzima e maior tempo de hidrélise como é
possivel notar na Figura 1.

4. CONCLUSAO

Os melhores resultados de sacarificacdo de bagaco de cana foram obtidos empregando-se
maiores volume de enzima e tempo de hidrolise. Em geral, para os ensaios com o bagago ozonolizado
notou-se um aumento de aproximadamente 80 % da quantidade de agUcares redutores liberados
quando comparado ao bagaco de cana in natura. Assim, tem-se que 0 extrato enzimético produzido
pelo fungo Myceliophthora thermophila em reator de leito fixo e o pré-tratamento utilizado no

presente trabalho mostraram-se eficientes para aumento da sacarificagdo enzimatica do bagaco de
cana.
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