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Introdução

sresíduosagro-industriaissão
abundantes epodemser uti-
lizadosparaproduçãodegli-

coseedeprodutosderivados (Gacesa
&Hubble, 1991). NoBrasil, obtêm-se
osmaisdiversossubprodutose resídu-
os agro-industriais, como é o caso do

bagaçode cana-de-açúcar. Emdecor-
rência daproduçãodo álcool etílico e
do açúcar cristal a partir da cana-de-
açúcar,avalia-seque,daquantidadede
bagaçoprocessado(Figura1)eutiliza-
do para alimentar caldeiras, haja um
excedente correspondente a 8% nas
destilarias anexas e 12% nas autôno-
mas, que poderia ser empregado na
hidrólise de açúcares, comoglicose, a

partirdacelulosecontidanessebagaço
(Camargo, 1990).

Há diversas maneiras pelas quais
essa celulose pode ser transformada
em açúcares livres: ação de ácidos,
bases,compostosoxidantes,microrga-
nismosouenzimas.Adegradaçãobio-
lógica da celulose consiste em uma
hidrólise enzimática catalisadapor ce-
lulases que são amplamente produzi-
daspor fungos ebactérias (Barrichelo
& Brito, 1985). Khandke et al. (1989)
relatam que a celulose é degradada
por um complexo de enzimas com-
postoessencialmenteporendocelula-
se, exocelulase e β-glicosidase. No
entanto,parapossibilitar a transforma-
çãoenzimáticada celulosepara glico-
se, o bagaço deve ser previamente
tratado por algum tipo de processo
químico ou físico. A cristalinidade, a
área superficial específica, o grau de
polimerizaçãoeaadsorçãodecelulase
sobreosubstratosólidodecelulosesão
para Ryu & Lee (1992) importantes
parâmetros que governamahidrólise
dessepolímero.A resistênciaàhidróli-
sequeanaturezaestrutural damaioria
dos resíduos celulósicos apresenta
pode, segundo Sales et al. (1987), ser
parcialmentesuperadacomalgumtipo
de tratamento físico,químicooubioló-
gicoparamelhorar seuaproveitamen-
to, sendo que umdos processosmais
antigosempregadosparadeslignificar
esses resíduos consiste emumidificá-
loscomsoluçãodehidróxidodesódio.
Menezes et al. (1976) eMenezes et al.
(1991) relatamqueo tratamento alca-
lino de compostos ligno-celulósicos
aumentou a sua digestibilidade, tor-
nandoo substrato predisposto à ação

Figura 1 - Linha de moagem de cana-de-açúcar com formação do bagaço
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deenzimascelulolíticas.ParaMenezes
& Hennies (1991), o tratamento do
bagaço de cana com hidróxido de
sódiopotencializouasíntesedacelula-
se de Aspergillus niger utilizada na
hidrólisede resíduoscelulósicos, indi-
candoumamaiorexposiçãodacelulo-
se devido ao efeito deslignificante do
tratamento alcalino. Lee et al. (1995)
utilizandomateriais lignocelulósicos,al-
cançaram porcentagens de hidrólise
de60a70%, comatividadeenzimática
de20U/gcelulose.Menezes&Hioshii
(1982) obtiveram35%dehidrólise do
bagaço de cana tratado a 121ºC com
soluçãodehidróxidode sódio a 4%, e
porcentagens inferiores a 10% foram
alcançadas com bagaço tratado com
álcali semaquecimento.O tratamento
do bagaço de cana com solução de
hidróxido de cálcio a 2% aumentou a
susceptibilidadedaceluloseaoataque
enzimático por linhagens deAspergi-
llus sp. (Gupte & Madamwar, 1997).
Van Walsum et al. (1996) utilizaram

um tratamento com água (220°C, 5
MPae120s)paraacondicionarbagaço
decana, predispondoas fibras celuló-
sicas à hidrólise enzimática e simultâ-
nea fermentaçãoalcoólica.

Segundo Dueñas et al. (1995) a
razãode celulase:β-glicosidasede 1:2
foi favorávelparaahidrólisedacelulo-
se. Esses autores relatamque a intera-
ção sinérgica de Trichodermareesei e
Aspergillusphoenicisemfermentação
submersa promoveu uma eficiência
maiordedegradação lignocelulolítica
doqueousoúnicodeT. reesei, prova-
velmente devido à interação comple-
mentar das celulases do T. reesei e β-
glicosidase doA.phoenicispara com-
pletahidrólisedobagaçodecana.Para
Latif et al. (1995), a razão de celulase
para β-glicosidase deveria ser 1:1,5
para que a hidrólise da celulose a
açúcares fermentescíveis sejamais efi-
ciente.Mes-Hartree et al. (1987), utili-
zando5%decelulosecomercial, alcan-
çaram cerca de 52% de conversão do

substrato emaçúcares redutores, sen-
do45,5%deglicose,quandoutilizaram
celulase total deTrichodermaharzia-
numE58 comumaatividadede 15U/
g celulose a 45°C por 48 horas de
incubação.

Neste trabalho, o potencial de hi-
drólise do bagaço de cana-de-açúcar
tratadoenão tratado foientãoavaliado
pela utilização do extrato fúngico em
comparaçãocomopreparadocomer-
cial de Trichoderma viride, comple-
mentado ou não com preparado co-
mercial deβ-glicosidase.

Material emétodos

Omicrorganismo utilizado foiAs-
pergillusniger IZ-09, oqual foi desen-
volvido e mantido em meio Czapek-
Dox, por aproximadamente, sete dias
em estufa a 30°C.

Asenzimasempregadasforam:uma
preparação comercial de celulase de
Trichodermavirideeumapreparação
comercial deβ-glicosidasedeAspergi-
llus niger, fornecidas pela Novo Nor-
disk e um extrato bruto de celulase
obtidoemlaboratório, apartirdoculti-
vo de Aspergillus niger IZ-9 em meio
deMandels-Weber (1969) compapel
de filtro como fonte de carbono.Uma
atividade enzimática de celulase (ex-
pressaemUnidadesdeEndoGlucana-
se,EGU) foidefinidacomoaquelaque
libera um micromol de glicose por
minuto a 50ºC.

Foramutilizadosdois tiposdebaga-
çodecana-de-açúcar:o semtratamen-
to químico (BC1) e o bagaço tratado

Tabela 1: Variáveis independentes no planejamento fatorial 23

Causas de variação

A: celulase-bagaço
B: tipo de bagaço

C: presença deβ-glicosidase

Níveis
Baixo Alto
7,0 EGU/g/g 28 EGU/g/g
BC1 BC2
0,0 UI/g/g 2,8 UI/g/g

Foram considerados os extratos enzimáticos comerciais: celulase de T. viride
(atividade enzimática expressa em unidade de endo-glucanase, EGU/g) e β-
glicosidase de A. niger (UI/g), por grama de bagaço, em base seca. Os tipos
de bagaços analisados foram: BC1 � bagaço lavado e moído e, BC2 � bagaço
tratado com solução de hidróxido de sódio a 4%, ácido fosfórico e vapor.

Tabela 2:Comparação de médias de hidrólise da celulose do bagaço de cana

Tratamento

1
2
3
4
5
6
7
8

EGU/g/g bagaço

7,0
28,0
7,0
28,0
7,0
28,0
7,0
28,0

Tipo de bagaço

BC1
BC1
BC2
BC2
BC1
BC1
BC2
BC2

UI β-glicosidase/g/g
bagaço

0,0
0,0
0,0
0,0
2,8
2,8
2,8
2,8

Conversão (%)*

9,45f

15,91e

25,66d

46,41b

11,27f

15,91e

35,71c

59,50a

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 1%. D.M.S. (1%) = 3,33;
D.M.S. (5%) = 2,49.
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com hidróxido de sódio a 4%, ácido
fosfóricoevapord�água.O tratamento
foi conduzido pesando-se 100 g do
bagaço de cana lavado e moído, que
foi autoclavado (121°C; 30 minutos)
com2000mLde soluçãodehidróxido
de sódio a 4%.Omaterial recuperado
após filtração, foi neutralizado com
ácido fosfóricoesecoemestufaa65°C
atémassaconstante.Aobagaçoobtido
foiadicionadoàmesmaquantidadede
águadestilada, autoclavadoemsegui-
da a 121°Cpor 30minutos. A suspen-
são foi filtrada eomaterial sólido seco
a 65°Catémassa constante.Obagaço
assimobtido foi denominadoBC2.

Aconversãoenzimática foiavaliada
a partir de um planejamento fatorial
constituídode23 tratamentos, comtrês
repetições. Para esse experimento,

foramconsideradasa influênciade três
variáveis: proporção celulase-bagaço
(A), tipo de bagaço (B) e presença de
β-glicosidase (C). Os níveis adotados
são mostrados na Tabela 1. Todos os
experimentosforamconduzidosa50oC
e agitação circular de 100 rpm.

Osresultados foramanalisadosem-
pregando-se o programa SANEST -
SistemadeAnáliseEstatísticaparaCom-
putadores (Zonta&Machado,1992), e
aplicando-se o teste de Tukey para
comparaçãodasmédiasdahidróliseda
celulose presente nobagaçode cana.
Finalmente a conversão da celulose
em açúcares redutores, expressa em
porcentagem, foi determinadaadicio-
nando-seaosErlenmeyerde250mL,5
g de bagaço (ms.), 40 mL de água
destilada, 10 mL de solução-tampão

citrato de sódio 1 mM (pH 4,8) e a
quantidade correspondente de cada
extrato enzimático segundoaTabela
1. Os frascos foram incubados em
agitador rotativo a 100 rpm a tempe-
raturade50°C,por24horas.Oteorde
açúcares redutores foimedidono so-
brenadante segundo o método de
Miller (1959). A celulose foi determi-
nada segundoométodo espectrofo-
tométrico descrito por Updegraff
(1969).

Resultados e discussão

As maiores porcentagens de hi-
drólise foramalcançadascombagaço
de cana tratado, oque evidencia que
o tratamento físico e químico foi ne-
cessário para um melhor aproveita-
mento do conteúdo celulósico do
bagaço, sem o qual o seu uso direta-
mente na forma encontrada nas usi-
nas seria impedido (Menezes&Hio-
shii, 1982; Barrichelo & Brito, 1985;
Sales et al., 1987; VanWalsum et al.,
1996eGupte&Madamwar, 1997).O
tratamento com NaOH, H

3
PO

4
e va-

porproporcionoumaiorsuscetibiliza-
çãodaceluloseàhidróliseenzimática,
resultando em maiores conversões
emaçúcares redutoresdoqueapenas
amoagemdobagaço.

Pela Tabela 2, pode-se verificar
que o tratamento 8 propiciou maior
porcentagemdehidrólisequando fo-
ramaplicadossobreobagaçodecana
tratadoníveismais elevadosde celu-
lase eβ-glicosidase.

Na Tabela 3, foram apresentadas
as porcentagensdehidrólise obtidas
em três intervalos de tempoconside-
rados para o estudo, ou seja, 24, 48 e
72horas.Pode-seobservarqueháum
aumentogradualnaporcentagemde
hidrólise domaterial celulósico com
formação de açúcares redutores, in-
dependentedo tratamentoemprega-
do, muito embora em alguns a con-
versão da celulose tenha sido mais
acentuada. O perfil de formação de
açúcares redutores,na formadeglico-
se, pode ser observado na Tabela 4,
na qual está representada a redução
daconcentraçãodecelulose comau-
mento consecutivo da concentração
de glicose. Da mesma forma que a

Tabela 3: Efeito dos diferentes tratamentos sobre a porcentagem de
hidrólise da celulose de bagaço de cana-de-açúcar

Tratamentos

1
2
3
4
5
6
7
8

Porcentagem de hidrólise (%)*
0 h 24 h 48 h 72 h
0,0 7,9 9,5 9,5
0,0 14,0 15,1 16,1
0,0 17,3 22,2 26,1
0,0 32,6 40,7 47,3
0,0 9,9 11,1 11,3
0,0 14,2 16,1 16,1
0,0 22,9 32,1 36,4
0,0 39,6 53,0 59,5

* As concentrações de celulose e glicose foram expressas em miligramas por
mililitro, e os valores medidos após 72 horas de incubação a 50ºC e agitação
rotativa de 100 rpm

Tabela 4: Formação de glicose durante a hidrólise da celulose de bagaço de
cana-de-açúcar

Tratamentos

1
2
3
4
5
6
7
8

Concentração (mg/mL)*
Celulose Glicose
16,7 1,84
15,4 3,10
24,3 8,96
17,1 16,20
16,3 2,20
15,4 3,10
20,8 12,50
12,5 20,80

* As concentrações de celulose e glicose foram expressas em miligramas por
mililitro, e os valores medidos após 72 horas de incubação a 50ºC e agitação
rotativa de 100 rpm
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Tabela 3, o aumento na conversão é
percebido em todos os tratamentos
efetuados.

A relação celulase-bagaço foi um
importante fator que influenciou na
hidrólisedosbagaços,atingindo,apro-
ximadamente, odobroda conversão
quando foi usado em nível elevado
paracelulase (28,0EGU/g/gdebaga-
ço) e bagaço tratado (BC2). A adição
deβ-glicosidase, alémdacelulase, foi
igualmente importanteparapotenci-
alizarahidrólisedacelulose.Utilizan-
dobagaçode cana sem tratamento, a
presençada β-glicosidasenão foi es-
tatisticamente significativa.Cuskeyet
al. (1983) e Tsuneda & Thorn (1995)
relataramqueaassociaçãodacelulo-
se com lignina reduzaacessibilidade
do complexo enzimático, o que po-
deria explicar abaixa eficiência daβ-
glicosidaseembagaçosemtratamen-
to prévio.

Dentro das condições emque foi
desenvolvido o experimento, pode-
se concluir que o extrato fúngico de
celulase,quandoutilizadocomames-
ma potência, teve comportamento
semelhante à preparação comercial.
Entreos tratamentosutilizados,desta-
cou-se aquele comsoluçãodehidró-
xido de sódio a 4%, ácido fosfórico e
vapor. A adição de β-glicosidase au-
mentou aporcentagemdehidrólise.
Pelos resultados obtidos pelas análi-
ses estatísticas, o tratamento 8 (28,0
EGU/g de celulase, 2,8 UI/g de β-
glicosidase e bagaço tratado), foi o
quepromoveumaiorhidrólisedace-
lulose, com valormédio de 59,5%.
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