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APRESENTACAO

A evolucédo das praticas realizadas nas atividades agricolas para cultivo de alimentos
e criacao de animais, potencializadas por inovacdes tecnolbgicas, bem como o uso mais
consciente dos recursos naturais utilizados para tais fins, devem-se principalmente a
disponibilizacdo de conhecimentos cientificos e técnicos. Em geral os avancos obtidos
no campo cientifico tém ao fundo um senso comum, que embora distintos, estéo ligados.

As investigacbes cientificas proporcionam a formacdo de técnicas assertivas com
comprovacgao experimental, mas podem ser mutaveis, uma vez que jamais se tomam
como verdade absoluta e sempre ha possibilidade de que um conhecimento conduza a
outro, através da divulgacao destes, garante-se que possam ser discutidos.

Ademais, a descoberta de conhecimentos técnicos e cientificos estimulam o
desenvolvimento do setor agrario, pois promove a modernizacdo do setor agricola e
facilita as atividades do campo, otimizando assim as etapas da cadeia produtiva. A difuséo
desses novos saberes torna-se crucial para a sobrevivéncia do homem no mundo, uma
vez que o setor agrario sofre constante pressao social e governamental para produzir
alimentos que atendam a demanda populacional, e simultaneamente, proporcionando o
minimo de interferéncia na natureza.

Desse modo, faz-se necessario a realizacao de pesquisas técnico-cientificas, e sua
posterior difusdo, para que a demanda por alimentos possa ser atendida com o minimo
de agressao ao meio ambiente. Pensando nisso, a presente obra traz diversos trabalhos
que contribuem na construcdo de conhecimentos técnicos e cientificos que promovem
o desenvolvimento das ciéncias agrarias, 0 que possibilita ao setor agricola atender as

exigéncias sociais e governamentais sobre a producédo de alimentos. Boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Ramon Yuri Ferreira Pereira
Paula Sara Teixeira de Oliveira
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SACARIFICACAO DE RESIDUOS
LIGNOCELULOSICOS APLICANDO EXTRATO
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RESUMO: A sacarificacdo enzimética ¢é
um processo de conversdo de materiais
lignocelulésicos em agucares fermentaveis,
etapa de fundamental importancia na producao
de biocombustiveis. O presente estudo realizou
a aplicacao de endoglucanase bruta, produzida
por técnica de Fermentacdo em Estado Sdélido,
em residuo de casca da améndoa do cacau
pelo fungo Peniciliumroqueforti ATCC 10110,
na sacarificagdo dos residuos lignocelulésicos:
bagaco de cana-de-agucar, casca de arroz
e residuos de caja. A endoglucanasebruta
apresentou eficiéncia na sacarificacédo de todos
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os residuos testados. A maior quantidade de agucares redutores produzidos(587,98 mg/qg)
foi obtido pelo bagaco de cana-de-agucar ap6s 3 horas de exposicao a enzima. Os residuos
de caja e a casca de arroz, apresentaram maxima producéo de 200,40 mg/g e 121,40 mg/g,
respectivamente. O rendimento de agucares redutores foi significativamente elevado, o que
sugere que a endoglucanase bruta de P. roqueforti ATCC 10110 foi eficaz no processode
sacarificagdo, principalmente para o bagaco de cana-de-agucar.

PALAVRAS-CHAVE: sacarificacdo enzimatica; endoglucanase; Penicillium roqueforti,
residuo agroindustrial.

SACCHARIFICATION OF LIGNOCELLULOSIC WASTE APPLYING CELLULOLYTIC
ENZYME EXTRACT PRODUCED BY Penicillium roqueforti ATCC 10110

ABSTRACT: Enzymatic saccharificationis a process of converting lignocellulosic materials
into fermentable sugars, a step of fundamental importance in the production of biofuels. The
present study carried out the application of crude endoglucanase, produced by the Solid State
Fermentation technique, in cocoa shell residue by the fungus Penicilium roqueforti ATCC
10110, in the saccharification of lignocellulosic residues: sugar cane bagasse, rice and caja
residues. The crude endoglucanase showed efficiency in the saccharification of all the tested
residues. The largest amount of reducing sugars produced (587.98 mg/g) was obtained from
sugarcane bagasse after 3 hours of exposure to the enzyme. The caja residues and rice husk
showed a maximum production of 200.40 mg/g and 121.40 mg/g, respectively. The yield of
reducing sugars was significantly high, which suggests that the crude endoglucanase of P.
roqueforti ATCC 10110 was effective in the saccharification process, mainly for sugarcane
bagasse.

KEYWORDS: enzymatic saccharification; endoglucanase; Penicillium roqueforti, agro-
industrial waste.

11 INTRODUCAO

Problemas relacionados ao elevado consumo de combustiveis de origem fossil
como o petrdleo, o carvao e o gas natural tém despertado interesse para novas fontes de
energia (Lima e Rodruigues, 2007). Neste cenario, surgem fontes de energia sustentavel
e renovavel como o vento, a agua, o sol, a biomassa entre outras possiveis fontes
energéticas (De Souza, 2011).

Atualmente as pesquisas sdo voltadas para o desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem o uso de produtos que néo agridam o meio ambiente (Farinas, 2015). Nesse
sentido se destacam as pesquisas que buscam a aplicagcdo de recursos naturais como
fonte de energia renovavel, por exemplo, a utilizacdo de residuos agroindustriais, que
além de custos menores nos processos, proporcionam a reducdo de descartes desses
residuos, e agregam valor aos mesmos (Marassi, 2013).
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A utilizagdo da biomassa lignocelulésica de residuos agroindustriais em processos
biolégicos se destaca devido a sua elevada disponibilidade, tornando o processo viavel
economicamente (Dias et al., 2018).Residuos lignoceluldsicos séo produzidos em grandes
quantidades por agroindustrias, como: bagaco de cana de agucar, casca de arroz e residuo
de caja (Sakimoto et al., 2017). Esses residuos possuem alta concentracao de celulose, a
qual pode ser hidrolisada a agucares através da catalise enzimatica (Alfenas et al., 2015).

Em comparacdo aos métodos quimicos tradicionais (hidrélise térmica, &cida,
alcalina), a sacarificacdo enzimatica se apresenta vantajosa devido a alta especificidade
das enzimas (reduzindo a produg¢do de produtos indesejaveis), permite condicbes mais
brandas de reacao e um maior rendimento (Ferraz et al., 2017).Por outro lado, o alto custo
da producédo de enzimas traz a necessidade de novos métodos mais baratos (Marraiki et
al., 2020).

A fermentacdo em estado solido (FES) é um processo biotecnoldgico que cultiva
microrganismos em substratos sélidos e umidos (Buck et al., 2015). A FES tem se
mostrado uma técnica promissora para producédo de enzimas, visto que, fornece altos
rendimentos e alta estabilidade operacional (Soccol et al., 2017). Além disso, a FES
mostra-se promissora também do ponto de vista econbémico e ambiental, ja que possibilita
a utilizacao de residuos agroindustriais como matéria prima barata (Ergun e Urek, 2017).

Dentre os microrganismos cultivados na FES, o fungo filamentoso Penicillium
roqueforti vem ganhando destaque por ser capaz de crescer em solugcdes salina, além
de seu sistema enzimatico que tem sido caracterizado bioquimicamente (Muller et al.,
2010). As enzimas do P. roqueforti possuem alta atividade biocatalitica, possuindo um
elevado potencial biotecnoldgico, o que torna sua aplicacéo possivel em diversos setores
industriais, como quimicos, alimenticios e farmacéuticos (Mioso et al., 2015).

Assim, este trabalho teve como finalidade a utilizagdo da fermentagdo em estado
sélido para producédo de endoglucanase, a partir do fungo P. roqueforti ATCC 10110 e
sua utilizagao na sacarificagao dos residuos lignocelul6sicos: bagaco de cana de acgucar,
casca de arroz e caja.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Residuos agroindustriais:

As cascas da améndoa de cacau para a Fermentacdo em Estado Sélido foram
doadas por uma fabrica de chocolate no sul da Bahia, os residuos de bagac¢o da cana-
de-acucar, casca de caja e casca de arroz, utilizados na sacarificagéo, foram obtidosem
uma feira localizada no sul da Bahia (Brasil), os residuos foramindividualmente secos
em estufa a 50 °C por 24 h. Foram triturados em um moinho de facas do tipo Wiley até

um tamanho de particula de 2 mm e depois armazenados em recipientes plasticos até
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estarem prontos para uso.

2.2 Obtencao e cultivo do micro-organismo:

O micro-organismo utilizado para os ensaios de fermentacao foi o Penicilium roqueforti
ATCC 10110, o qual foi obtido da colecdo de micro-organismos do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacédo Osvaldo Cruz (Fiocruz,
Manguinhos, RJ, Brasil) sob o registro de numero 40074 e lote 041140074. Este fungo
foi preservado em meio de silica e glicerol a -80°C em ultra freezer. O repique das cepas foi
feita em meio de cultura de Agar dextrose-potato (PDA) em placas de Petri, previamente
esterilizados em autoclave vertical a 121°C por 15 minutos. As placas inoculadas foram
incubadas em camara de germinagcao BOD, com temperatura controlada de +25°C por 7
dias ou até esporulagdo abundante (observado visivelmente devido a coloracéo verde
da colbnia).

2.3 Preparo do inoculo

O preparo da suspensao de esporos foi realizado utilizando-se o microorganismo
cultivado em meio PDA, por 7 dias a = 25 °C. Ap6s o periodo de incubacao, a cultura
esporulada foi submetida a uma raspagem com auxilio de pérolas de vidro e suspensa em
solucao Tween 80 (0,01%, v/v), ambos previamente esterilizados em autoclave vertical a
121 °C por 15 minutos. A suspensao foi coletada em frasco Erlenmeyer e uma aliquota de
0,1 mL foi tomada e diluida em tubo de ensaio para a contagem do niumero de esporos

em microscopio binocular utilizando camara de Neubauer.

2.4 Fermentacao em Estado Sélido:

Foram autoclavados 5,0 g da casca da améndoa do cacau (121 °C/1 atm /15 min) em
Erlenmeyers de 125mL. Apés o resfriamento, o substrato estéril foi inoculado com solugao
107 esporos/g e agua destilada estéril até o valor da atividade de agua desejada (0,964).
As fermentacdes foram incubadas em estufas bacteriol6gicas a 30 °C por 72 horas.

2.5 Extracao enzimatica

Apéds a etapa de fermentacéo, foram adicionados aos meios fermentados 5 mL de
tampéao acetato de sodio (0,05 M, pH 5,0) para cada 1 g de residuo. A mistura foi
mantida em incubadora com agitacao orbital (Shaker), por 10 minutos a 170 rpm e 27°C.
O conteudo inteiro de cada frasco foi prensado (prensa mecénica) através de gaze, para
separar o solido do extrato enzimatico. O filtrado foi coletado e centrifugado a 3000 rpm, por
10 minutos. Os ensaios enzimaticos foram realizados utilizando-se a parte sobrenadante,

a qual foi denominada extrato enzimatico bruto.
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2.6 Determinacao da atividade de endoglucanase

Os ensaios de atividade enzimatica foram conduzidos com base em procedimentos
padrao recomendados pela IUPAC (Ghose e Bisaria, 1987). A atividade de endoglucanase
foi determinada pela quantidade de acucares redutores liberados a partir da incubagao
de 0,1 mL de carboximetilcelulose (CMC), na concentracdo de 1% (m/v), com 0,5 mL
do extrato enzimatico bruto em banho-maria a 50°C, por 15 minutos. Para o controle
da reacgao foram incubados 0,1 mL e tampéao

2.7 Sacarificacao

A endoglucanase bruta (extrato enzimatico bruto) produzida por P. roqueforti ATCC
10110 foi utilizada para sacarificar bagaco de cana-de-acucar. O meio de reacao consistiu
de 5 mL de endoglucanase bruta contendo 0,05g de residuo para a reacao e 5 mL de
tampéo acetato de sodio (0,05 M, pH 4,8) contendo 0,05¢g de residuo para o controle. A
sacarificacéo foi realizada em agitador orbital a 50°C por 6 h, sendo retiradas aliquotas
em intervalos de 1 h. O controle de cada mistura reacional foi realizado sem a utilizagéo
da endoglucanase bruta. Apds a sacarificacdo, a parte sobrenadante foi utilizada para
estimar a quantidade de acgucares redutores liberados (Miller, 1959) com base em uma
curva padréo de glicose (0 a 1 ymol/mL).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao comparar os resultados obtidos e apresentados abaixo entre os residuos
investigados para sacarificagao, verifica-se tanto na tabela como no grafico, o quanto
o residuo do bagaco de cana se destacou frente aos demais residuos na producéo de
acucares redutores.

Acucares Redutores (mg.g™)

Bagaco de Casca de Casca de
Tempo (h) Cana-de-acgucar Arroz Caja
1 406,26 + 0,00 88,68 + 0,00 82,49 + 2,06
2 537,58+ 0,00 99,98 + 0,37 155,23+ 0,00
3 587,98+ 0,00 80,59+ 8,12 159,11+ 0,00
4 529,81+ 0,00 52,44 + 2,49 200,40+ 0,00
5 553,40+ 8,35 121,40 £ 0,00 164,10+ 0,00
6 379,86 + 0,00 93,36 + 0,00 111,52 + 0,00

Tabela 1. Sacarificagdo de bagaco de cana, casca de arroz e residuo de cajé usando endoglucanase

bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110 em diferentes intervalos de tempo.
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O alto potencial hidrolitico das enzimas, na conversao dos residuos aqui estudados,
resultando em altos valores de agUcares liberados como mostrado na Tabela 1, pode estar
associado ao fato de que no extrato bruto enzimatico contendo a endoglucanase,ao alto
valor celulésico nos residuos etambém por existir outras enzimas ali presentes agindo
sinergicamente.

A degradacdao da celulose ocorre apés a acao colaborativa de trés enzimas
celuloliticas, a saber, endo-1,4-B3-glucanase (EG, EC 3.2.1.4), celobio-hidrolase (CBH, EC
3.2.1.91) e B-glucosidase (BGL, EC 3.2. 1.21) (Borgeset al. 2014). Os diferentes valores
de sacarificacéo entre os residuos podem ser explicados pela natureza e complexidade
do substrato; quanto maior a cristalinidade e/ou complexidade estrutural, menor a taxa de
hidrolise. Ferraz et al. (2017), estudaram a sacarificacdo do bagaco de cana, espiga de
milho e casca de arroz por extrato enzimatico bruto de P. roqueforti e também verificaram
o melhor rendimento de agucares redutores (259,45 mg/g) em bagaco de cana. Begum et
al. (2011) também verificaram o desempenho na sacarificacéo entre diferentes residuos:
bagaco de cana, serragem e jacinto d’agua, e o bagaco de cana apresentou melhor
desempenho (0,99 g/g) em 96 horas de processo, com pré-tratamento alcalino. Garai
e Kumar (2013) testaram a sacarificacdo com extrato enzimatico bruto de Aspergillus
candidus em materiais lignoceluldésicos como espiga de milho, palha de trigo, bagaco
de cana de acucar e erva daninha Parthenium. Verificou-se um rendimento maximo de
reducdo de acucar de 438,47mg/g na espiga de milho.

—+—Residuo do Caja —&— Casca de arroz

—=— Bagaco da cana-de-aclcar

600

400

200

Aglcares redutores (mg/g)

T T T T T T
0 2 4 6

Tempo (h)

Figura 1. Grafico da cinética de sacarificacdo de bagaco de cana-de-aglcar, casca de arroz e residuo
de caja empregando endoglucanase bruta produzida por P. roqueforti ATCC 10110.

Foi verificado durante o processo de sacarificagcdo do residuo do bagaco de cana
(Figura 1), um aumento na liberacdo de acgucares redutores até o tempo de 3 horas,
observando ali o valor maximo do processo de 587, 98 mg/g. A partir desse tempo,
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a liberagcdo de acucaresfoi diminuindo até o tempo final da sacarificacédo de 6 horas,
atingindo o valor de 379,86 mg/g. As enzimas também atuaram com maior eficiéncia
no residuo do caja, onde a producao de agUcares foi crescente (Figura 1), até o tempo
de 4 horas de sacarificagcdo (200,40 mg/g) e a partir desse tempo os valores foram
diminuindo até atingir o menor valor em 6 horas de processo (111,52 mg/g). A casca do
arroz apresentou menores valores de agucares liberados quando comparado aos outros
residuos estudados neste trabalho, com produ¢do maxima de 121 mg/g em 5 horas de
processo € minima producao de 88,69 mg/g e 52,44 mg/g, em 1 hora e em 4 horas de
sacarificacéo, respectivamente. Os resultados para ambos os residuos foram altos quando
comparados com outros na literatura. Vale ressaltar que néo foi realizado pré-tratamento
nos residuos no presente estudo, o que torna o processo mais viavel e econébmico. Os
principais fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose em matérias-primas
lignocelulosicas podem ser divididos em dois grupos: fatores relacionados a enzimas e
substratos e os fatores relacionados ao pré-tratamento (Elvira et al., 2010).

A utilizacao de biomassa residual na producéo de etanol através de microrganismos
degradadores de celulose ndo apenas reduz as emissdes produzidas pelos residuos,
mas também reduz as emissbes de gases de efeito estufa do uso de combustiveis
fosseis, quando utilizados de forma mista (Kumari et al., 2018). Além disso, o bioetanol
€ um biocombustivel renovavel limpo e promissor, usado principalmente como aditivo de
combustivel que melhora o desempenho do motor e reduz simultaneamente a poluicao
do ar (Gupta e Verma, 2015).

41 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste estudo péde-se concluir que os residuos
agroindustriais € uma alternativa promissora e de baixo custo para o uso em processo
de sacarificagdo. Assim sendo, a endoglucanase apresentou um alto potencial hidrolitico
na conversao dos residuos. Dentre os residuos estudados o bagac¢o da cana-de-agucar
evidenciou uma maior eficiéncia na sacarificacdo enzimatica e uma maior producao de
acucares redutores.Portanto, os resultados aqui apresentados s&o valiosos quando se
pensa em sua aplicacdo na producdo de biocombustiveis. Desta forma, este estudo
agrega valor aos residuos da agroindustria implicando de forma direta no aproveitamento
do bagaco da cana-de-agUcar agregando-o mais valor e, reduzindo custo com importagao

de enzimas, contribuido assim para o desenvolvimento de um processo sustentavel.
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