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Avaliacao do potencial de micro-organismos para a
biodegradacao de residuo da farinha na produgao de
bioetanol

Evaluation of the potential of microorganisms for the
biodegradation of flour residue in bioethanol production

RESUMO
Vanessa Vaz Leonel Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de degradac¢do de biomassa de graos de
nessa_leonel@hotmail.com trigo para obtencdo de agucares fermentesciveis. Foram coletados swabs com amostras de

Universidade Tecnologica Federal do . . A
Parand — Campus po,?taemssa, parana, Microrganismos em dez pontos do Campus Ponta Grossa da UTFPR. As amostras foram

Brasil repicadas em meio PCA para obtenc¢do de coldnias isoladas que foram repicadas e mantidas
Sabrina Avila Rodrigues armazenadas no laboratério de fermentagbees. As amostras de graos de trigo foram
sabrinaavila@utfpr.edu.br provenientes de descarte de moinho do municipio de Ponta Grossa. Os microrganismos n3o

Universidade Tecnol6gica Federal do . e K . i . L. . )
Parana — Campus Ponta Grossa, Parana,  identificados foram inoculados no meio contendo como ingrediente principal os grdos de trigo.

Brasil Para isso foram realizados trés experimentos: graos de trigos inteiros sem esterilizagao e sem
pré- tratamento; graos triturados e esterilizados e graos triturados, pré-tratados e
esterilizados. Para o acompanhamento da degradacdo das amostras foi realizada a medida do
brix na fracdo liquida da amostra. As amostras com melhor desempenho tiverem um
incremento de 14% no brix final.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecgdo. Trigo. Acucares fermentesciveis.

ABSTRACT
This work aimed to evaluate the the degradation potential | of wheat grain biomass for the
production of fermentable sugars. Samples of microorganisms were collected at ten points of
Recebido: 19ag0.2020. the UTFPR-Ponta Grossa. Samples were picked in PCA medium to obtain isolated colonies that
Aprovado: 01out.2020. were picked and kept stored in the laboratory. The samples of wheat grains were obtained
Direito autoral: Este trabalho estd from mill in the municipality of Ponta Grossa. The microorganisms were inoculated in the
licenciado sob os termos da Licenca  medium containing as main ingredient the wheat grains. For this, three experiments were
ﬁi?ﬁg’;éﬁﬁmonS'Amb”'GaO 4.0 performed: wheat grains without sterilization and without pretreatment; crushed and
sterilized grains, and crushed, pretreated and sterilized grains. To monitor the degradation of

the samples brix was measured in the liquid fraction of each sample. The best performing

samples have a 14% increment in thefinalbrix.
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INTRODUCAO

Combustiveis fésseis fontes ndo renovéveis de energia e sdo responsaveis pelas emissdes de
CO2 na atmosfera. Com isso tem sido cada vez mais freqiiente os estudos do uso de biomassas
alternativas para a geragdo de energia. Transformar compostos de alta massa molar, inicialmente
sem potencial para uso nos processos fermentativos em sacarideos de estrutura simples e baixa
massa molar que possam ser convertidos via fermentativa em compostos passiveis de fornecer
energia é um desafio atual.

O trigo (Triticumaestivum 1.) é o segundo cereal mais produzido no mundo, é cultivado em
larga escala e em diversas regiGes. No Brasil, o Parana é o principal produtor e a estimativa para
2019 era de que houvesse um incremento na safra em relagdo ao ano anterior (ABITRIGO, 2019).
Entre as principais aplicagdes do cereal estd a moagem e produgdo de farinha. Neste processo,
alguns graos nao apresentam qualidade adequada para moagem e sdo descartados, descascados
e inteiros, destinados em sua maior parte para a alimentagdao animal. Estes graos descartados
apresentam-se como potencial biomassa para a fermentagdo, sendo necessario, para tanto, que
as moléculas de alta massa molar presentes no grdao sejam transformadas em acguUcares
fermentesciveis. Esta transformacdo pode ocorrer por hidrélise quimica, enzimatica ou
microbiana.

Este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial de micro-organismos para a
biodegradacgao de residuos da produgao de farinha, com isso até a fermentagao para a produgdo
do bioetanol ou etanol de 22 geragdo, que é apontado como alternativa de fornecimento de
energia renovavel, em que tem o grande desafio da sustentabilidade e da viabilidade econémica.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram coletados na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana Campus Ponta Grossa. As atividades referentes a esta pesquisa estdo cadastradas no
SISGEN sob o nimero A76A0CD.

A coleta foi realizada com uso de swab estéril em uma area de aproximadamente 16 cm? de
superficies de dez pontos de coleta.Os swabs foram transportados até o Laboratério de
Bioprocessos | e inoculados por estriamento em placade petri contendo meio PCA (Plate Count
Agar). Para o preparo das placas foi pesado 3,525g do meio e 150mL de agua destilada, apds ser
autoclavado foi transferido nas 4 placas de Petri descartdveis e esterilizadas, depois de
transferidas foram armazenadas na geladeira por 3 dias. Este procedimento de preparo do meio
foi repetido para cada amostracoletada.

As placas inoculadas foram incubadas na estufa em estufa a 28°C por 72 horas. Foi
selecionado uma ou mais colonias isoladas em cada placa para repique em placa de petri
contendo meio PCA incubada a 28°C por 72 horas.

Os microrganismos isolados foram utilizados para fazer as anadlises seguintes. Foram
conservados em geladeira com repique mensal.

Testes fermentativos

Para a avaliagdo do potencial dos microrganismos isolados anteriormente para a
degradacgdo de aglcares de alto peso molecular em acgucares fermentesciveis, cada isolado foi
inoculado em meio de cultivo composto de grdos de trigo quebrados, que sdo residuos do
processamento do trigo para a obtencdo de farinha em um moinho do municipio de Ponta Grossa
PR, recebidas na UTFPR-PG e armazenadas sob refrigeracao.
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Para acompanhar o processo fermentativo foi medido o Grau Brix de cada amostra
diariamente por 10 dias em refratdmetro, foi utilizado o laboratdrio de Lacticinios para realizar os
processos.

No primeiro experimento (Fermentagdo 1) Foi utilizado os graos de trigo triturados, adigdo
de agua na propor¢do de 1:1 (m:m) e 0,2% na massa total de sacarose. O meio de cultivo foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Este experimento foi realizado em tubos de
ensaio com 25mL do meio e inoculados com uma algada (0,1mL) da solu¢do contendo os
microrganismos. Foram elaborados 20 tubos, sendo 5 tubos para cada cepa, totalizando 4 cepas
isoladas que apresentaram melhor desempenho na fermentagdo 1. As cepas utilizadas foram das
placas 1,3,6 e 9. Os tubos inoculados foram incubados em estufa a 28°C. O Brix foi medido nos
tempos de 24horas, o segundo foi medido com 48 horas, o terceiro com 72horas, o quarto foi
medido apds 30 dias e o quinto apds 60 dias. Apds cada medigdo os tubos eram descartados para
evitar contaminagao.

O teste com este meio foi realizado para analisar se houve algumaalteragdo no Brix. Apds a
andlise, foi realizado um novo meio com algumas modificag¢Ges, ja que o intuito desse projeto € a
producdo de alcool a partir da fermentagdao com o amido.

O segundo experimento (Fermentagdo 2) consiste em 3 solugdes diferentes. A primeira
solugdo contem 50g de grdo de trigo triturado e 1L de agua. Ja a segunda inclui 50g de grdo de
trigo triturado, 1L de agua e 10mL de acido cloridrico (HCI) 1mol. E a terceira consiste em 50g de
grdo triturado, 1L de agua e 20mL de HCl. Com as 3 solugdes ja preparadas foi realizado o banho
maria a 60°-70°C, essa pré-digestao é feita por 30 minutos. Apds isso, utilizamos as 4 cepas onde
foram distribuidas cada solugdo em 5 tubos de ensaio com tampa para cada cepa, totalizando 60
tubos de ensaio com tampa. Para o acompanhamento da degrada¢do das amostras foi realizada a
leitura do indice de refragdo das amostras, o °Brix utilizando o refratdmetro analdgico-RHB32.
As medidas foram realizas no tempo 0 dias, 3 dias, 6 dias, 30 dias e 60dias.

RESULTADO E DISCUCAO

ApOs coleta e isolamentos, foram celecionadas 4 amostras de microrganismos para serem
aplicados nos testes fermentativos (Figura 1). As amostras com melhores resultados seguirdo
para identificagdo molecular. Todas as amostras serdo depositadas na CMIB (Colegdo
Microbioldgica de Interesse Biotecnoldgico da UTFPR-PG.

Flgura 1: colonias de microrganismos coletadas na UTFPR- PG

Fonte: autorlaproprla (2020)
Local de coleta das amostras (1)banco bloco H UTFPR-PG,(3) arvorebloco C UTFPR-PG, (6)
arbustobloco K UTFPR-PG, (9) arvore bloco J UTFPR-PG

As quatro amostras de microrganismos foram aplicadas em processo fermentativo
(Fermentacdo 1) apresentando incremento no teor de sdélidos soluveis totais de até 10 unidades
(Grafico 1).
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Grafico 1: Teor de sdlidos soluveis totais (°Brix) em amostras de trigo ao longo de 60 dias de
fermentagdo com 4 cepas de microrganismos coletados na UTFPR-PG.

Amostra 1 Amostra 2 Amastra 3 Amostra 4

‘ | m24n m4sn Zh 30dias @ 60dias

m

Fonte:Autoria prépria (2020).

O incremento no Brix da amostras aponta que houve um aumento na fragdo de sélidos que
se sissolve na agua, composta principalmente por sacarose. O que indica que as amostras em
estudo apresentam potencial para producdo de enzimas capazes de converter os polissacaideos
presentes no trigo em aglcares fermentesciveis (AGUIAR FILHO, 2008). Outros estudos sdo
necessarios para avaliar o teor de aglcares redutores nas amostras analisadas.

Foi possivel atingir niveis superior a 10° brix com 30 dias de fermentagdo 13,8 °Brix ao final
de 60 dias, isso ocorreu devido ao aumento da superficie de contato do meio (grdos de trigo
triturados) proporcionou aumento no brix dasamostras.

Figura 2: Fotos dos tubos de reagdo para o processo deFermentacao 1.
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Fonte: propria autoria(2020)
Legenda: Tubo 1: Primeira medigdo com a cepa 3.Tubo 2:Ultima medicdo com a cepa 3 Tubo 3:
Primeira medicdo com a cepa 6.Tubo 4:Ultima medicdo com a cepa 6 Tubo 5: Primeira medicdo
com a cepa 9.Tubo 6:Ultima medicdo com a cepa 9 Tubo 7: Primeira medi¢do com a cepa 1.Tubo
8:Ultima medig&do com a cepa 1
Na segunda fermentacdo foi aplicado tratamento prévio com hidrdlise acidaquesegundo
Ribeiro, et al (2009) é recomendada para realizar a quebra do amido em particulas de menor
massa molar. Este processo adiciona etapas ao processo o que o torna mais caro, por isso s é
recomendada somente quando a presenca resultados expressivos. Para este experimento
(Gréfico 2) o uso da hidrdlise acida nas condicdes em que foi aplicada apresentou resultados
semelhantes aos das amostras da fermentacgdo 1, ndo tratada, por isso ndo recomendamos o uso
desta técnica para o pré-tratamento da amostra.

Pagina | 4



[Digite aqui]

g g 8 5 8 X Seminario de Extensao e Inovagao
“‘Q XXV Seminério de Iniciagéo Cientifica e Tecnolégica r PR
S I CI TE 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR e

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

Grafico 2: Resultados do teor de sdlidos soluveis totais (° Brix)fermentagdo 2

W osm HU /L mH dizs @ =l -/=a mo=m A dia
mH 0 60d H S0dia em HCl 80dia

Fonte: Autoria prépria (2020)

O processo de hidrdlise acida é um tratamento prévio com acido que encarece o processo,
uma vez que temos o acréscimo do uso de aditivos (acido cloridrico) e também de etapas ao
processo (aquecimento e resfriamento) tendo em vista que o aumento no brix ndo foi expressivo
(6,5%) ndo aconselhamos o uso da hidrdlise, ja que o ndo houve muita diferenga do meio com a
hidrolisa 4cida e o meiosem hidrolise.

Outras andlises s3ao requeridas para confirmar a presenca de aguUcares reduores nas
amostras, assim como a otimiza¢do do processo fermentativo visando a redugdo no tempo de
fermentagdo e o aumento da eficiéncia do processo.

CONSIDERAC()ES FINAIS

Foram feitos varios testes em diferentes meios para a fermentacdo, até encontrarmos o
meio onde houve maior variagdo do °Brix . Observou-se que o melhor meio, era com o grao de
trigo triturado, dgua com 20mL 4cido cloridricocom o microrganismo inoculado a 60 dias na
hidrdlise acida. Foi onde obteve melhor o resultado, o °Brix final foi 14,7, se compararmos esse
resultado com as da industria, o
°Brix esta préximo, ja que algumas industrias trabalham com no minimo °Brix 16. Apesar de esta
proximo, a fermentagao na hidrolise acida ndo é recomendada, ja que gera mais custos e o meio
sem a hidrolise acido o °Brix foi de 13,8 na fermenta¢do 1, dando uma diferenca de 6,5%. Os
microrganismos isolados estdo em fase deidentificacdo.

Devido ao Covid-19 as atividades do laboratério foram canceladas, os proximos passos a
caracaterizagdo completa do meio de cutivo, as analises e otimizacdo de temperatura, agitacdo e
tempo de fermentacdo e também a conclusido do processo de identificacdo das leveduras
ebactérias.
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