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Resumo

Neste trabalho avaliaram-se diferentes residuos agroindustriais (bagaco de cana,
bagaco de laranja, casca de arroz e farelo de soja) como substratos para a
producao das enzimas celulases por fermentacado semi-sélida (FSS). O processo
de producdo das enzimas é uma etapa essencial e limitante para a conversao
enzimatica da biomassa lignocelulésica em etanol, sendo que o requerimento do
complexo de celulases para a hidrélise da celulose é bastante elevado. Assim,
para uma economia de processo, é importante produzir as enzimas com um
custo o mais baixo possivel. O bagaco de laranja e o farelo de soja se
mostraram como os substratos mais eficientes em termos de produtividade
enzimatica. No entanto, todos residuos avaliados apresentaram um potencial
para aplicacdo na producdo de enzimas por FSS, requerendo estudos
completares para um ajuste dos parametros operacionais do processo
fermentativo.

Termos de Indexacao: celulases, fermentacao semi-sélida, enzimas, residuos
agroindustriais, engenharia bioquimica.
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Abstract

In this study we evaluated different agroindustrial residues (sugar cane bagasse,
orange bagasse, rice hulls and soybean meal) as substrates for the production of
the cellulase enzymes by semi-solid fermentation (SSF). The enzyme production
process is an important and limiting step for the conversion of lignocellulosic
biomass into ethanol. Besides that, the requirement of the cellulases complex
for the hydrolysis of cellulose is very high. Thus, to ensure the process
economic viability, it is important to produce the enzymes at a cost as low as
possible. Orange bagasse and soybean meal were the most efficient substrates
in terms of enzyme productivity. However, all of the evaluated residues showed
a potential for application in the production of enzymes by SSF, requiring further
studies to adjust the operational parameters of the fermentation process.

Index terms: cellulases, semi-solid fermentation, enzimes, agroindustrial
residues, biochemistry engineering.
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Introducao

A celulose é o recurso natural renovavel mais abundante do planeta e a
producao de energia baseada na matriz lignocelulésica é uma importante rota
alternativa que vem sendo mundialmente estudada e debatida. Apesar de ja
existirem tecnologias disponiveis para o processamento da celulose, a maioria
esbarra em dificuldades técnicas ou econdmicas. A utilizacdo da rota enzimatica
na etapa de hidrélise da celulose para a producao do etanol celulésico, apesar de
ser uma alternativa de menor impacto ambiental, ainda requer o
desenvolvimento de tecnologias que possam reduzir os custos de producao das
enzimas. Alguns especialistas asseguram que estéd na obtencédo de enzimas
capazes de reduzir os custos de producao de etanol celulésico a chave do
sucesso do mercado mundial de biocombustiveis nos préximos anos
(TENGERDY e SZAKACS, 2003).

As tecnologias existentes para a producao de enzimas utilizam processos
fermentativos que podem ser conduzidos tanto no estado liquido, chamado de
fermentacao submersa (FS), quanto no estado sdlido, a fermentacao semi-sélida
(FSS). A FSS é definida como o processo de crescimento de microrganismos em
um substrato sélido, contendo uma umidade suficiente apenas para manter o
crescimento e o metabolismo do microrganismo, isto é, isento de dgua livre
(CHAHAL, 1985).

O uso da FSS tem se mostrado particularmente vantajoso para o crescimento de
fungos filamentosos, uma vez que simula o habitat natural destes
microrganismos. Essa vantagem é estendida a producao de enzimas,
proporcionando uma maior produtividade quando comparada ao processo de
fermentacao submersa. Além disso, as enzimas produzidas pela FSS sao menos
susceptiveis a problemas de inibicao por substrato e também possuem uma
estabilidade maior a variacoes de temperatura e pH (HOLKER et al., 2004). Sob
o ponto de vista ambiental, a vantagem da FSS estéa relacionada ao menor
volume de efluente produzido e a possibilidade de conduzir o processo em
condicdes semi-estéreis. Outra vantagem de destaque da FSS é a possibilidade
de utilizacao de residuos agroindustriais como substrato sélido, servindo estes
como fontes de carbono e energia.

Dentro desse contexto, o presente trabalho descreve a avaliacdo de diferentes
residuos agroindustriais como substratos para a producao das enzimas celulases
por FSS. As celulases constituem um grupo de enzimas responséaveis pela
hidrélise da celulose em acucares fermentesciveis. A classificacao das celulases,
de acordo com seu local de atuacado no substrato celuldsico, se divide em trés
grandes grupos: as endoglucanases, que clivam ligacoes internas da fibra
celulésica; as exoglucanases, que atuam na regido externa da celulose; e as [3-
glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos sollveis a glicose (LYND et al.,
2002).

Os residuos agroindustriais avaliados neste trabalho incluem o bagaco de cana-
de-aclcar, o bagaco de laranja, a casca de arroz e o farelo de soja. Todos esses
materiais se destacam pela abundancia em determinadas regides do pais e pelo
baixo custo. De acordo com Pereira (2006), cerca de 350 milhdes de toneladas
de residuos agricolas sdo produzidos anualmente no Brasil, sendo os residuos
provenientes da cana-de-aglcar os que apresentam o maior volume de geracao.
Na safra de 2007/2008 foram produzidos cerca de 500 milhGes de toneladas de
cana no Brasil (UNICA, 2008) e segundo Burgi (1995), de cada tonelada de
cana moida na industria obtém-se 700 litros de caldo de cana e 300 kg de
bagaco.
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O bagaco de laranja é o principal co-produto da indUstria de processamento de
citrus, correspondendo a cerca de 50% da massa total da fruta. Esse material
possui a agravante de se deteriorar muito rapido durante a estocagem. Diante
dessas caracteristicas e considerando a producao de laranja no estado de Sao
Paulo (maior produtor do pais) na safra de 2005/2006 que foi de 14,4 milhdes
de toneladas (ABECITRUS, 2008), o bagaco de laranja vem a ser um substrato
em potencial para a utilizacdo na FSS.

O Brasil também se destaca como o maior produtor de arroz fora do continente
Asiatico, estando em 9° lugar na producdo mundial desta cultura. Em 2005, a
producao brasileira foi de 13,1 milhées de toneladas, representando 2,1% do
total mundial (MAPA, 2008).

O Farelo de soja é considerado importante matéria-prima para alimentacao
animal e esta sendo utilizado também para o desenvolvimento de produtos nao
alimentares devido a sua quantidade abundante e baixo custo, sendo o Brasil o
segundo maior produtor de soja do mundo (MAPA, 2008). A producao nacional
de farelo de soja na safra de 2007/2008 foi de 41,1 milhdes de toneladas
(ABIOVE, 2008).

A Tabela 1 apresenta a composicao dos residuos agroindustriais avaliados neste
trabalho em termos de suas principais fracdes. Tal composicado é de grande
importancia na avaliacdao do desempenho desses materiais como substrato para
producao de enzimas, pois mesmo presente em quantidades menores em
relacdo a fracao celulésica, a lignina confere uma limitagdo para a assimilacao
da fonte de carbono pelo microrganismo agente da fermentacao.

Tabela 1. Composicdo(%) dos residuos agroindustriais avaliados.

Componente | (20200, | ania?  de cora | de arror*
Celuloso 36 16 3 36
Hemicelulose 28 14 4 20
Lignina 20 1 3 19
Cinzas 5 2 5 20
Proteinas 4 8 43 3

Fontes: 1. Castro (2006); 2. Mamaa et al. (2008); 3. Maciel (2006); 4. Cen e Xia (1999).

O desenvolvimento de tecnologias que permitam a producdo das enzimas a um
custo competitivo é de grande importancia ndo s6 para a area de
biocombustiveis, mas para diversas aplicacdes biotecnoldgicas e de outros
setores, incluindo o de produtos quimicos, alimentos, bebidas, racoes para
animais, téxteis, papel e celulose e agricultura. Estima-se que aproximadamente
20% dos mais de $1 bilhdo de délares da comercializacdo mundial de enzimas
industriais consista de celulases, hemicelulases e pectinases (BHAT, 2000). De
acordo com Demain (2000), 60% do total do abastecimento mundial de
enzimas industriais sdo produzidos na Europa, e os restantes 40% nos Estados
Unidos e Japao. O desenvolvimento de processos de producado de enzimas que
utilizem como insumo bésico residuos agroindustriais podera vir a contribuir para
a viabilidade econdmica da producao de biocombustiveis pela rota enzimatica.
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2 Metodologia

2.1 Microrganismo

O agente de fermentacao foi uma linhagem do fungo filamentoso Aspergillus
niger da colecdo da Embrapa Agroindustria de Alimentos, RJ. Conidios do
microrganismo armazenados em solo estéril e sob condicdes de congelamento
(-18°C) foram reativados em gelose inclinada com meio béasico e incubados por
7 dias a 32°C (COURI e FARIAS, 1995). Os conidios da etapa de ativacao
foram utilizados para a inoculacdo em meio de sabugo de milho, utilizado para
producao do inéculo da fermentacao.

2.2 Preparacdo do Inéculo

Utilizou-se 1 mL da suspensao de conidios em Tween 80 para a inoculacao do
meio de sabugo de milho. Os meios de sabugo de milho inoculados foram
incubados por 5 dias a 32°C, segundo COURI e FARIAS (1995). A
concentracdo de conidios necessdaria para a inoculacéo foi determinada em
camara de Neubauer apés a devida diluicdo da densa suspensao obtida. O
volume de inéculo para fermentacao foi calculado visando uma concentracéo
final de 10’ conidios/g de meio.

2.3 Condicées da Fermentacédo

Cada um dos substratos avaliados (bagaco de cana, bagaco de laranja, casca de
arroz e farelo de soja) foi inicialmente moido para a homogeneizacado do
tamanho de particulas, tendo suas granulometrias padronizadas em peneira de
Mesh 10. Pesaram-se dez gramas de cada substrato em frascos do tipo
Erlenmeyer de 500 mL, utilizando para o controle da umidade o meio Czapek
Dox modificado. Os frascos foram esterilizados e entao inoculados. Apés 72
horas de fermentacdo a 32°C (Fig. 1), procedeu-se a etapa de extracédo do
complexo enzimatico. As amostras foram extraidas com tampéao acetato 0,2
mol/L, pH 4,5, incubando os frascos por 1 h em banho termostatico a 32°C. Os
extratos enzimaticos recuperados foram armazenados a -18 °C para posterior
andlise da atividade enzimatica. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

Fig. 1. Fermentacao semi-sélida em frascos.
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2.4 Atividades enzimaticas

As atividades enziméaticas de FPAse, CMCase, xilanase e -glicosidase dos
extratos obtidos a partir dos diferentes substratos foram quantificadas e os
resultados das andlises foram expressos como unidades de atividade por massa
de substrato inicial seco. A atividade FP&sica avalia a acdo sinérgica das
enzimas celuloliticas endogluconases, exo-glucanases e [3-glicosidase sobre um
substrato celuldsico cristalino (papel de filtro Whatman n 1), segundo
metodologia descria por Ghose (1987).

2.4 Atividades enzimaticas

As atividades enziméaticas de FPAse, CMCase, xilanase e B-glicosidase dos
extratos obtidos a partir dos diferentes substratos foram quantificadas e os
resultados das andlises foram expressos como unidades de atividade por massa
de substrato inicial seco. A atividade FPasica avalia a acdo sinérgica das
enzimas celuloliticas endogluconases, exo-glucanases e 3-glicosidase sobre um
substrato celulésico cristalino (papel de filtro Whatman n° 1), segundo
metodologia descria por Ghose (1987). Uma unidade de atividade FPasica

corresponde a 1LLmol de glicose liberado por minuto de reacdo em pH 4,2 a
50°C. A atividade endoglucanasica CMCase, tem como substrato a CMC

(Sigma, EUA). Uma unidade de atividade CMCase corresponde a 1 Llmol de
grupos redutores liberados por minuto de reacdo em pH 4,2 a 50°C. A atividade
da xilanase foi medida em termos de producao de aclcares redutores a partir de
xilana comercial (Sigma, EUA). Uma unidade de atividade xilanase corresponde

a 1tmol de xilose liberado por minuto em pH 4,2 a 50°C. Finalmente, a
atividade B-glicosidasica foi realizada utilizando como substrato a celobiose
(Sigma, EUA) e quantificando os acucares liberados com a utilizacdo de um
reativo enzimatico para dosagem de glicose (Laborlab, Brasil). A quantificacédo
de grupos redutores foi realizada pelo método DNS (MILLER, 1959).

3 Resultados e Discussoes

A utilizacao de residuos agroindustriais como substrato para a producao de
celulases por FSS representa uma importante alternativa para reducéao dos
custos dessas enzimas. Nesse sentido, avaliou-se neste trabalho a viabilidade de
quatro diferentes residuos produzidos em abundéancia no Brasil na producao de
zel%z_:\ses (Fig. 2), utilizando como agente da fermentacao o fungo filamentoso

. Niger.

Fig. 2. Residuos agroindustriais avaliados como substrato para a producéao de
celulases por FSS: 1- farelo de soja, 2- bagaco de cana, 3- bagaco de laranja e
4- casca de arroz.
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A comparacao dos substratos foi realizada em termos das atividades
enzimaticas FPAse, CMCase, B-glicosidase e xilanase obtidas ao final de 72
horas de fermentacao, sendo que esse periodo foi selecionado com base em
resultados anteriores (RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2008).

A producédo da enzima FPAse pelo fungo filamentoso A. niger é apresentada na
Figura 3. A maior produtividade dessa enzima foi obtida quando se utilizou o
farelo de soja como substrato sélido, atingindo valores de até 6,65 FPU/g. Esse
resultado é bastante interessante quando comparado com dados de Chandra et
al. (2007) que obtiveram valores maximos de atividade FPAse de 2,9 FPU/g a
partir do farelo de trigo como substrato sélido e tendo como agente da
fermentacdo também um isolado de Aspergillus niger.

7.0
6.0
5.0
4.0
3.0

FPAse (FPU/g)

2,0

0.0
Farelo de soja  Bagaco de Bagaco de  Casca de arroz Farelo de trigo

cana Laranja

Fig. 3. Atividade da enzima FPAse produzida por A.niger ap6s 72 horas de
fermentacao semi-sélida em diferentes substratos.

Apesar do A.niger ser um fungo que geralmente apresenta uma produtividade
inferior em termos de FPAse quando comparada aos fungos do género
Trichoderma, os dados aqui apresentados sao superiores aos valores maximos
de FPAse obtidos por Latifian et al. (2007) utilizando o Trichoderma reesei em
substrato farelo de arroz (2,3 Ul/g).

No entanto, a comparacao dos resultados de diferentes estudos é limitada dada
as diferencas no tipo de substrato, no microrganismo e nas condicdes
operacionais utilizadas. Chahal (1985), por exemplo, reporta valores de
atividade de FPase superiores a 300 Ul/g de celulose utilizando uma linhagem
mutante de T.reesei apés 22 dias de FSS em substrato de palha de trigo pré-
tratada em meio alcalino.

Os outros substratos avaliados forneceram valores bastante inferiores de
atividade FPAse. Isso se deve, provavelmente, a composicao dos diferentes
substratos, uma vez que a hemicelulose e a lignina conferem uma limitacao para
a assimilacao da fonte de carbono pelo microrganismo agente da fermentacgao.
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Como pode ser observado na Tabela 1, o teor de lignina no bagaco de cana e na
casca de arroz é superior aos demais substratos. Outro fator que pode ter
favorecido a produtividade no farelo de soja é o seu elevado teor protéico em
relacdo aos demais substratos, fornecendo uma quantidade de nitrogénio
organico mais adequada ao crescimento do microrganismo.

Em relacao a enzima CMCase, a melhor produtividade foi obtida quando se
utilizou o bagaco de laranja como substrato sélido, com uma atividade
enzimatica de 12,76 Ul/g apés 72 h de fermentacédo (Fig. 4). Os resultados
obtidos a partir do farelo de soja também foram bastante interessantes, com
valores de CMCase em torno de 10 Ul/g.

Novamente, para essa enzima especifica, os valores obtidos no presente
trabalho sdo superiores aos descritos por Chandra et al. (2007) que relatam
valores maximos de CMCase de 3,24 Ul/g utilizando o farelo de trigo como
substrato.

18.0
16.0
14,0
12,0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

CMCase (Ulfg)

Farelo de Bagacode  Bagaco de Cascade Farelo de
s0ja cana Laranja arroz trigo

Fig. 4. Atividade da enzima CMCase produzida por A.niger apés 72 horas de
fermentacao semi-sélida em diferentes substratos.

O substrato farelo de soja também se destacou em relacdo a producao da
enzima B-glicosidase, com valores de até 5,25 Ul/g (Fig. b). A B-glicosidase atua
na hidrélise da celobiose (dimeros de glicose) e oligossacarideos sollveis em
glicose (LYND et al., 2002). Como as celulases sofrem de inibicdo pelo produto,
a proporcao adequada entre as enzimas do complexo celuldsico é extremamente
importante para uma boa eficiéncia da hidrdlise.

Nesse sentido, o A. niger se destaca em relacao aos fungos do género
Trichoderma. O fungo Trichoderma reesei apesar de ser um dos microrganismos
mais estudados em relacédo a producao de celulases, produz uma quantidade de
B-glucosidase relativamente baixa, acarretando uma desvantagem do ponto de
vista do processo de sacarificacao da biomassa (KIM et al., 1997). Nesse
sentido, a utilizacdo do fungo Aspergillus niger tem sido apontada como
alternativa para superar essa desvantagem, podendo ser avaliada em
fermentagcdes com culturas simples ou em co-culturas. Os resultados aqui
obtidos em relacdo a B-glicosidase corroboram essa vantagem do A. niger.
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6.0

5.0

4.0

3.0

B-glicosidase (Ulfg)

20

0.0
Farelo de soja Bagacode  Bagaco de Casca de Farelo de

cana Laranja arroz trigo

Fig. 5. Atividade da enzima [-glicosidase produzida por A.niger ap6s 72 horas
de fermentacdo semi-sélida em diferentes substratos.

Em relacao a enzima xilanase, as melhores produtividades também foram
obtidas com os substratos farelo de soja (15,84 Ul/g) e bagaco de laranja
(13,14 Ul/g) (Fig. 6). As xilanases sdo as enzimas responsaveis pela hidrélise da
xilana, que é o principal polissacarideo componente das hemiceluloses. A
presenca de xilanases no complexo enzimatico é de grande importancia para
desestruturar o entrelacamento da hemicelulose presente na parede celular
vegetal. Esse grupo de polissacarideos ramificados se liga firmemente entre si e
a superficie das microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo ligacdes
cruzadas, via pontes de hidrogénio, dificultando a acao das celulases durante o
processo de sacarificacéo.

— (=]
[y [=1
= =

=
=
=

xilanase (Ulfg)

(3]
=

0.0
Farelo de soja  Bagaco de Bagaco de  Cascade arroz Farelo de trigo

cana Laranja

Fig. 6. Atividade da enzima xilanase produzida por A.niger apés 72 horas de
fermentacdo semi-sélida em diferentes substratos.
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De uma forma geral, os resultados obtidos neste trabalho se mostram bastante
promissores, dado que parametros operacionais relevantes no processo de FSS
como a temperatura, umidade, aeracao, complementacdo do meio e o pré-
tratamento do substrato poderdo ainda ser otimizados. No caso, por exemplo,
do bagaco de cana e da casca de arroz que apresentaram produtividades
enzimaticas inferiores aos outros substratos, um estudo complementar
direcionado a suplementacdo do meio com uma fonte de nitrogénio e,
possivelmente, uma fonte de carbono mais facilmente assimilavel podera vir a
viabilizar suas aplicacdes na FSS.

Além disso, todos os materiais lignocelulésicos avaliados foram utilizados sem
qualquer tipo de pré-tratamento para reduzir sua recalcitrancia. Desta forma, a
inclusao de uma etapa de pré-tratamento também podera contribuir para
aumentar a produtividade enzimatica nos substratos.

Apesar deste estudo ter sido realizado em escala de bancada, os resultados
obtidos servem como um ponto de partida para o escalonamento do processo.
Esse processo em escala industrial podera vir a gerar um impacto bastante
representativo, pois estd diretamente relacionado a viabilizacado de uma rota
tecnolégica que permite o aproveitamento do material celulésico proveniente de
residuos agroindustriais, tornando possivel a diversificagcdo das fontes de
matéria-prima para a producao de biocombustiveis.

Conclusoes

O processo de producdo das enzimas é uma etapa essencial e limitante para a
conversao enzimatica da biomassa lignoceluldsica em etanol, sendo que o
requerimento do complexo de celulases para a hidrélise da celulose é bastante
elevado. Assim, para uma economia de processo, € importante produzir as
enzimas com um custo o mais baixo possivel. Neste trabalho avaliaram-se
diferentes residuos agroindustriais (bagaco de cana, bagaco de laranja, casca de
arroz e farelo de soja) como substratos para a producao das enzimas celulases.
O bagaco de laranja e o farelo de soja se mostraram como os substratos mais
eficientes em termos de produtividade enzimatica. No entanto, todos residuos
avaliados apresentaram um potencial para aplicacdo na producédo de enzimas
por FSS, requerendo estudos completares para um ajuste dos parametros
operacionais do processo fermentativo.
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