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CONVERSAO ENZIMATICA DO BAGACO DE

CANA-DE-ACUCAR

Fotos cedidas pelos autores

Aplicaciio da biotecnologia enzimdtica na converséo de residuos da indUsiria de alimentos

Introducio

sresiduos agro-industriais sio
abundantes e podem ser uti-
lizados para producio de gli-
cose e de produtos derivados (Gacesa
& Hubble, 1991). No Brasil, obtém-se
os mais diversos subprodutos e residu-
os agro-industriais, como € o caso do
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Figura 1 - Linha de moagem de cana-de-actcar com formacio do bagaco
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bagaco de cana-de-ac¢tcar. Em decor-
réncia da producao dodlcool etilico e
do agucar cristal a partir da cana-de-
aglcar, avalia-se que, da quantidade de
bagaco processado (Figura 1) e utiliza-
do para alimentar caldeiras, haja um
excedente correspondente a 8% nas
destilarias anexas e 12% nas autdno-
mas, que poderia ser empregado na
hidrdlise de acicares, como glicose, a
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partir da celulose contida nesse bagaco
(Camargo, 1990).

Ha diversas maneiras pelas quais
essa celulose pode ser transformada
em acucares livres: acio de acidos,
bases, compostos oxidantes, microrga-
nismos ou enzimas. A degradacio bio-
logica da celulose consiste em uma
hidrolise enzimatica catalisada por ce-
lulases que sao amplamente produzi-
das por fungos e bactérias (Barrichelo
& Brito, 1985). Khandke et al. (1989)
relatam que a celulose é degradada
por um complexo de enzimas com-
posto essencialmente por endocelula-
se, exocelulase e B-glicosidase. No
entanto, para possibilitar a transforma-
¢cido enzimatica da celulose para glico-
se, o bagaco deve ser previamente
tratado por algum tipo de processo
quimico ou fisico. A cristalinidade, a
area superficial especifica, o grau de
polimerizacao e a adsorc¢io de celulase
sobre o substrato solido de celulose sao
para Ryu & Lee (1992) importantes
parametros que governam a hidrolise
desse polimero. A resisténcia a hidroli-
se que a natureza estrutural da maioria
dos residuos celuldsicos apresenta
pode, segundo Sales et al. (1987), ser
parcialmente superada comalgum tipo
de tratamento fisico, quimico ou biol6-
gico para melhorar seu aproveitamen-
to, sendo que um dos processos mais
antigos empregados para deslignificar
esses residuos consiste em umidifica-
los com soluczo de hidroxido de sédio.
Menezes et al. (1976) e Menezes et al.
(1991) relatam que o tratamento alca-
lino de compostos ligno-celulésicos
aumentou a sua digestibilidade, tor-
nando o substrato predisposto a acio



Tabela 1: Varidveis independentes no planejamento fatorial 2°

Causas de variacio

A: celulase-bagaco
B: tipo de bagaco
C: presenca de B-glicosidase

Niveis
Baixo Alto
7,0 EGU/g/g 28 EGU/g/g
BC1 BC2
0,0 Ul/g/g 2,8Ul/g/g

Foram considerados os extratos enzimaticos comerciais: celulase de T viride
(atividade enzimdtica expressa em unidade de endo-glucanase, EGU/g) e [3-
glicosidase de A. niger(Ul/g), por grama de bagaco, em base seca. Os tipos
de bagacos analisados foram: BC1 — bagaco lavado e moido e, BC2 —bagaco
tratado com solucio de hidroxido de s6dio a 4%, acido fosforico e vapor.

de enzimas celuloliticas. Para Menezes
& Hennies (1991), o tratamento do
bagaco de cana com hidréxido de
sodio potencializou a sintese da celula-
se de Aspergillus niger utilizada na
hidrélise de residuos celul6sicos, indi-
cando uma maior exposi¢ao da celulo-
se devido ao efeito deslignificante do
tratamento alcalino. Lee et al. (1995)
utilizando materiais lignocelulésicos, al-
cancaram porcentagens de hidrdlise
de 602 70%, com atividade enzimadtica
de 20 U/g celulose. Menezes & Hioshii
(1982) obtiveram 35% de hidrolise do
bagaco de cana tratado a 121°C com
solu¢io de hidréxido de sodio a 4%, e
porcentagens inferiores a 10% foram
alcangadas com bagaco tratado com
alcali sem aquecimento. O tratamento
do bagaco de cana com solucio de
hidroxido de calcio a 2% aumentou a
susceptibilidade da celulose ao ataque
enzimdtico por linhagens de Aspergi-
lus sp. (Gupte & Madamwar, 1997).
Van Walsum et al. (1996) utilizaram

Tabela 2: Comparaciao de médias de hidrélise da celulose do bagaco de cana

Tratamento

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

(0B N B @) SV, ISR VN (SR

EGU/g/g bagaco

um tratamento com 4gua (220°C, 5
MPae 120 s) paraacondicionar bagaco
de cana, predispondo as fibras celul6-
sicas a hidrolise enzimatica e simultd-
nea fermentacao alcodlica.

Segundo Duenas et al. (1995) a
razdo de celulase:-glicosidase de 1:2
foifavoravel para a hidrélise da celulo-
se. Esses autores relatam que a intera-
¢ao sinérgica de Trichoderma reeseie
Aspergillus phoenicisem fermentacao
submersa promoveu uma eficiéncia
maior de degradacao lignocelulolitica
do que ousounico de T. reesei, prova-
velmente devido a intera¢ao comple-
mentar das celulases do T. reesei e 3
glicosidase do A. phoenicispara com-
pleta hidrolise do bagaco de cana. Para
Latif et al. (1995), a razdo de celulase
para B-glicosidase deveria ser 1:1,5
para que a hidrdlise da celulose a
acucares fermentesciveis seja mais efi-
ciente. Mes-Hartree etal. (1987), utili-
zando 5% de celulose comercial, alcan-
caram cerca de 52% de conversao do

substrato em acucares redutores, sen-
do45,5% de glicose, quando utilizaram
celulase total de Trichoderma barzia-
numES58 com uma atividade de 15 U/
g celulose a 45°C por 48 horas de
incubacio.

Neste trabalho, o potencial de hi-
drolise do bagaco de cana-de-agicar
tratado e nio tratado foi entdo avaliado
pela utilizacao do extrato fingico em
comparac¢io com o preparado comer-
cial de Trichoderma viride, comple-
mentado ou nao com preparado co-
mercial de B-glicosidase.

Material e métodos

O microrganismo utilizado foi As-
pergillus niger1Z-09, o qual foi desen-
volvido e mantido em meio Czapek-
Dox, por aproximadamente, sete dias
em estufa a 30°C.

Asenzimasempregadas foram: uma
preparacao comercial de celulase de
Trichodermaviridee uma preparacao
comercial de B-glicosidase de Aspergi-
llus niger, fornecidas pela Novo Nor-
disk e um extrato bruto de celulase
obtido em laboratério, a partir do culti-
vo de Aspergillus niger1Z-9 em meio
de Mandels-Weber (1969) com papel
de filtro como fonte de carbono. Uma
atividade enzimadtica de celulase (ex-
pressa em Unidades de EndoGlucana-
se, EGU) foi definida como aquela que
libera um micromol de glicose por
minuto a 50°C.

Foramutilizados dois tipos de baga-
co de cana-de-actcar: o sem tratamen-
to quimico (BC1) e o bagaco tratado

Tipo de bagaco  UI [3-glicosidase/g/g Conversao (%)*
bagaco
BC1 0,0 9,45¢
BC1 0,0 15,91¢
BC2 0,0 25,664
BC2 0,0 46,41
BC1 2.8 11,27°
BC1 2,8 15,91¢
BC2 2,8 35,71¢
BC2 2,8 59,50

* Médias seguidas pela mesma letra n2o diferem significativamente pelo teste de Tukey a 1%. D.M.S. (1%) = 3,33;

D.M.S. (5%) = 2,49.
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Tabela 3: Efeito dos diferentes tratamentos sobre a porcentagem de
hidrolise da celulose de bagaco de cana-de-acticar

Tratamentos Porcentagem de hidroélise (%)*

0bh 24 b 48 b 72h
1 0,0 7.9 9,5 9,5
2 0,0 14,0 15,1 16,1
3 0,0 17,3 22,2 26,1
4 0,0 32,6 40,7 47,3
5 0,0 9,9 11,1 11,3
6 0,0 14,2 16,1 16,1
7 0,0 22,9 32,1 36,4
8 0,0 39,6 53,0 59,5

* As concentragoes de celulose e glicose foram expressas em miligramas por
mililitro, e os valores medidos ap6s 72 horas de incubagio a 50°C e agitacao

rotativa de 100 rpm

com hidréxido de sédio a 4%, acido
fosférico e vapor d’agua. O tratamento
foi conduzido pesando-se 100 g do
bagaco de cana lavado e moido, que
foi autoclavado (121°C; 30 minutos)
com 2000 mL de solucdo de hidréxido
de s6dio a 4%. O material recuperado
apo6s filtracao, foi neutralizado com
acido fosforico e seco emestufaa 65°C
até massa constante. Ao bagaco obtido
foiadicionado a mesma quantidade de
aguadestilada, autoclavado em segui-
daa 121°C por 30 minutos. A suspen-
saofoifiltrada e o material solido seco
a65°Caté massa constante. O bagaco
assim obtido foi denominado BC2.

A conversio enzimdtica foi avaliada
a partir de um planejamento fatorial
constituido de 2? tratamentos, com trés
repeticoes. Para esse experimento,

foram consideradasa influéncia de trés
variaveis: propor¢ao celulase-bagaco
(A), tipo de bagaco (B) e presenga de
B-glicosidase (C). Os niveis adotados
sao mostrados na Tabela 1. Todos os
experimentos foram conduzidosa 50°C
e agitacao circular de 100 rpm.
Osresultados foram analisados em-
pregando-se o programa SANEST -
Sistema de Andlise Estatistica para Com-
putadores (Zonta & Machado, 1992), e
aplicando-se o teste de Tukey para
comparac¢io das médias da hidrolise da
celulose presente no bagaco de cana.
Finalmente a conversao da celulose
em aguicares redutores, expressa em
porcentagem, foi determinada adicio-
nando-se aos Erlenmeyer de 250 mL, 5
g de bagaco (ms.), 40 mL de dgua
destilada, 10 mL de solu¢io-tampio

Tabela 4: Formacao de glicose durante a hidrélise da celulose de bagaco de

cana-de-actcar

Tratamentos Concentracio (mg/mL)*
Celulose Glicose
1 16,7 1,84
2 15,4 3,10
3 243 8,96
4 17,1 16,20
5 16,3 2,20
6 15,4 3,10
7 20,8 12,50
8 12,5 20,80

* As concentragoes de celulose e glicose foram expressas em miligramas por
mililitro, e os valores medidos ap6s 72 horas de incubagio a 50°C e agitacao

rotativa de 100 rpm
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citrato de sodio 1 mM (pH 4,8) e a
quantidade correspondente de cada
extrato enzimdtico segundo a Tabela
1. Os frascos foram incubados em
agitador rotativo a 100 rpm a tempe-
ratura de 50°C, por 24 horas. O teor de
acucares redutores foi medido no so-
brenadante segundo o método de
Miller (1959). A celulose foi determi-
nada segundo o método espectrofo-
tométrico descrito por Updegraff

(1969).
Resultados e discussio

As maiores porcentagens de hi-
drélise foramalcancadas com bagaco
de canatratado, o que evidencia que
o tratamento fisico e quimico foi ne-
cessario para um melhor aproveita-
mento do conteudo celulésico do
bagaco, 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; Van Walsum et al.,
1996 e Gupte & Madamwar, 1997). O
tratamento com NaOH, HsPO L€ Vva-
por proporcionou maior suscetibiliza-
cao da celulose 2 hidrélise enzimitica,
resultando em maiores conversoes
emacucares redutores do que apenas
amoagem do bagaco.

Pela Tabela 2, pode-se verificar
que o tratamento 8 propiciou maior
porcentagem de hidrolise quando fo-
ramaplicados sobre o bagaco de cana
tratado niveis mais elevados de celu-
lase e B-glicosidase.

Na Tabela 3, foram apresentadas
as porcentagens de hidrdlise obtidas
em trés intervalos de tempo conside-
rados para o estudo, ou seja, 24, 48 e
72horas. Pode-se observar que hium
aumento gradual na porcentagem de
hidrolise do material celuldsico com
formacio de agicares redutores, in-
dependente do tratamento emprega-
do, muito embora em alguns a con-
versao da celulose tenha sido mais
acentuada. O perfil de formacio de
aclcares redutores, na forma de glico-
se, pode ser observado na Tabela 4,
na qual esta representada a reducio
da concentracdo de celulose com au-
mento consecutivo da concentracao
de glicose. Da mesma forma que a



Tabela 3, o aumento na conversao é
percebido em todos os tratamentos
efetuados.

A relacio celulase-bagaco foi um
importante fator que influenciou na
hidrélise dos bagacos, atingindo, apro-
ximadamente, o dobro da conversio
quando foi usado em nivel elevado
para celulase (28,0 EGU/g/g de baga-
co) e bagaco tratado (BC2). A adicao
de B-glicosidase, além da celulase, foi
igualmente importante para potenci-
alizara hidrélise da celulose. Utilizan-
dobagaco de cana sem tratamento, a
presenca da (3-glicosidase nao foi es-
tatisticamente significativa. Cuskey et
al. (1983) e Tsuneda & Thorn (1995)
relataram que a associacao da celulo-
se com lignina reduz a acessibilidade
do complexo enzimitico, o que po-
deria explicar a baixa eficiéncia da 3-
glicosidase em bagaco sem tratamen-
to prévio.

Dentro das condi¢oes em que foi
desenvolvido o experimento, pode-
se concluir que o extrato fingico de
celulase, quando utilizado coma mes-
ma poténcia, teve comportamento
semelhante a preparacio comercial.
Entre os tratamentos utilizados, desta-
cou-se aquele com solucio de hidro-
xido de sédio a 4%, acido fosforico e
vapor. A adicio de B-glicosidase au-
mentou a porcentagem de hidrolise.
Pelos resultados obtidos pelas anali-
ses estatisticas, o tratamento 8 (28,0
EGU/g de celulase, 2,8 Ul/g de [-
glicosidase e bagaco tratado), foi o
que promoveu maior hidrolise da ce-
lulose, com valor médio de 59,5%.
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