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RESUMO

A hidrdélise de residuos lignocelulésicos utilizando enzimas microbianas tem sido alvo de
pesquisas no Brasil e no mundo na busca de elevados rendimentos em acUcares
fermentesciveis. Neste trabalho, avaliou-se a eficiéncia sinergistica de extratos enzimaticos
brutos produzidos por linhagens fangicas das espécies Aspergillus fumigatus (SCBM®6) e
Aspergillus niger (SCBM1) na hidrolise do bagaco de cana-de-agUcar previamente submetido
ao pré-tratamento alcalino. Os extratos enzimaticos produzidos por Fermentacdo em Estado
Solido (FES) apresentaram altas concentracfes de trés enzimas fundamentais no processo de
sacarificacdo de biomassa lignocelul6sica: B-glicosidase (linhagem SCBM6 com 78,47 U/g e
SCBM1 com 73,0 U/g), B-xilosidase (produzida apenas por SCBM1 com 78,0 U/g) e xilanase
(linhagens SCBM6 e SCBM1 com 177450 e 3289,58 U/g, respectivamente). O pré-
tratamento do bagaco de cana com hidréxido de sodio 2 % foi eficaz na remocdo da lignina,
reduzindo de 26,14 % no bagaco bruto (BB) para 14,9 % no bagaco tratado (BT), na
preservacao da fracdo celuldsica (54,36 % em BB e 75,04 % em BT) e aumentou a porosidade
das fibras. O bagaco pré-tratado (BT) foi submetido a 30 diferentes condicdes de hidrdlise
utilizando os extratos enzimaticos produzidos por A. fumigatus SCBM6 (EAF) e A. niger
SCBM1 (EAN). As condicdes de hidrélises foram delineadas através da metodologia de
superficie de resposta, variando tempo, temperatura, concentracdo de substrato e razdo de
extratos brutos nos coquetéis enziméaticos. O maior rendimento (28,66 %) em acgucares
redutores totais (ART) foi obtido apds hidrolise realizada por 12 horas a 47 °C, com 1U/g de
B-glicosidase de cada extrato, 2,2 % de bagaco e razdo de extratos enziméaticos EAF/EAN de
25/75%. Na quantificagdo de monossacarideos liberados nos hidrolisados, os valores
maximos obtidos foram: 135,59 mg de xilose /g de hemicelulose, 58,01 mg de arabinose /g de
hemicelulose e 20,18 mg de glicose /g de celulose. Apds hidrolise utilizando extratos
enzimaticos concentrados (10U/g de B-glicosidase de cada extrato), as concentragdes das
pentoses liberadas aumentaram consideravelmente (xilose 694,45 mg/g e arabinose 4715,01
mg/g de hemicelulose).

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, hidrélise enzimatica, bagaco de

cana, pre-tratamento alcalino, etanol 2G.



ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis of lignocellulosic wastes using microbial enzymes has been the target
of research in Brazil and in the world with the aim to obtain high yields in fermentable sugars.
In this work, the synergistic efficiency of crude enzymatic extracts produced by Aspergillus
fumigatus (SCBM6) and Aspergillus niger (SCBM1) fungal strains was evaluated in the
hydrolysis of sugarcane bagasse previously subjected to alkaline pre-treatment. Extracts
produced by Solid State fermentation (SSF) showed high concentrations of three major
enzymes in saccharification processes of lignocellulosic biomass: B-glucosidase (SCBM6
strain with 78.47 U/g and SCBM1 with 73.0 U/g), B-xylosidase (produced only by SCBM1
strain: 78.0 U/g) and xylanase (SCBM6 and SCBM1 with 1774.50 and 3289.58 Ulqg,
respectively). The alkaline pretreatment of sugarcane bagasse with 2% sodium hydroxide was
successful in the lignin removal, with a reduction from 26.14 at in natura bagasse (BB) to
14.9% in treated bagasse (BT), in the preservation of the cellulose fraction (from 54.36% in
BB to 75.04% in BT) and in the increased porosity of the fibers. The pretreated sugarcane
bagasse (BT) was submitted to 30 different conditions of hydrolysis using crude enzymatic
extracts produced by A. fumigatus SCBM6 (designated EAF) and A. niger SCBM1 (EAN).
The hydrolysis conditions were delineated by Surface Response methodology, varying the
time, temperature, substrate concentration and ratio of extracts in the enzymatic cocktails. The
maximum yield (28.66%) of total reducing sugars (TRS) was obtained after hydrolysis carried
out during 12 hours, at 47°C, with 1U/g of B-glucosidase of each extract, 2.2% bagasse and
ratio of EAN/EAF extracts of 25/75%. The quantification of the released monossacharides
showed 135.59 mg xylose / g hemicellulose, 58.01 mg arabinose / g hemicellulose and 20.18
mg glucose / g cellulose. After hydrolysis using concentrated enzymatic extracts (10U/g of -
glucosidase of each extract), the concentration of the released pentoses increased considerably

(xylose 694.45 mg/g and arabinose 4715.01 mg/g hemicellulose).

Key-words: Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, enzymatic hydrolysis, sugarcane

bagasse, alkaline pretreatment, second generation etanol.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

Questdes ambientais severas relacionadas ao uso indiscriminado de combustiveis
fosseis, a alta instabilidade no mercado do petr6leo e as duvidas em relacdo ao volume das
reservas tém contribuido para um movimento crescente pela busca de fontes alternativas na
geragdo de energia (MAPA/CONAB, 2008). Nesse contexto, os residuos da agroindustria
brasileira constituem uma biomassa bastante abundante, com um enorme potencial para
utilizacdo na producdo de biocombustiveis. Esses residuos, como por exemplo, o bagaco de
cana-de-agucar, podem ser reaproveitados e contribuir com a nossa matriz energética e com a
diminuigcdo de problemas ambientais, tais como o desmatamento florestal, a utilizagdo de
novas areas de plantio e o lancamento de residuos no ambiente (SANTOS et al., 2011).

Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento mostram que a oferta
de bagaco de cana-de-acUcar no Brasil, entre o 2° trimestre de 2013 e 0 2° trimestre do ano de
2014, foi de 186 milhdes de toneladas, sendo que deste valor, aproximadamente 50 % é
utilizado para a queima para o processo de geracdo do etanol 1G (MAPA, 2014). O bagaco de
cana é um residuo lignocelul6sico composto por celulose, hemiceluloses e lignina, cuja fracdo
celulésica pode ser convertida em agUcares para utilizacdo na producgédo de etanol de segunda
geracgdo (etanol celuldsico ou etanol 2G). Porém, conformacédo destes componentes, na parede
celular do vegetal, torna essa estrutura bastante rigida e complexa, necessitando de tratamento
prévio (SANTOS et al., 2012).

Para o aproveitamento do bagaco na producdo de alcool combustivel é necessaria a
despolimerizacdo das fibras e liberacdo de aglUcares na forma de monossacarideos, o que pode
ser realizado através de trés etapas: pré-tratamento (quimico, fisico ou biolégico), hidrdlises
(sacarificacdes) enzimaticas ou quimicas dos polissacarideos contidos nas fibras em acgucares
e fermentacdo a etanol (RABELO, 2010; KARP et al., 2013). A primeira etapa envolvendo o
pré-tratamento objetiva reduzir a associacdo protetora da lignina, que representa 0 maior
obstaculo na utilizacdo dessa biomassa, romper a estrutura cristalina da celulose e diminuir a
recalcitrancia da parede celular através do aumento da porosidade, facilitando assim, a
degradacédo enzimatica no processo posterior de hidrélise (Figura 1) (CHANDRA et al., 2012;
KARP et al., 2013).
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Figura 1: Efeito do pre-tratamento nas fibras de residuos lignocelulésicos.
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Fonte: adaptado de Taherzadeh e Karimi, 2008.

Nos Gltimos anos, a busca pela hidrolise efetiva de residuos lignocelulésicos se tornou
alvo de inimeras pesquisas no Brasil e no mundo. Estudos envolvendo catélises enziméticas
tém sido desenvolvidos intensamente na busca de processos hidroliticos com elevado
rendimento em acUcares fermentesciveis e na baixa formacdo de produtos (CANILHA et al.,
2012; ARAUJO et al., 2013). Por outro lado, a utilizacdo de enzimas nas hidrélises possui um
custo elevado quando se refere a0 emprego de enzimas comerciais. Para solucionar esse
desafio, é importante buscar microrganismos com alto potencial de producdo de enzimas
fibroliticas eficientes no processo de hidrélise e desenvolver um processo fermentativo viavel
economicamente (BON; FERRARA, 2007; MORETTI et al.,, 2012). Essas enzimas
lignoceluloliticas sdo produzidas principalmente por fungos filamentosos e varios estudos tém
sido realizados para selecionar linhagens fungicas com uma alta taxa de producéo enzimatica,
em especial, celulases e hemicelulases, que possam ser usadas em processos de sacarificagcao
(MORETTI et al., 2012; ARAUJO et al., 2013; BOONYUEN et al., 2014).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Residuos Lignocelulosicos

Diferentes tipos de biomassas, tanto para coprocessamentos, quanto para gerar
energia, vem sendo utilizadas em todo o mundo. Novas pesquisas tém sido feitas com o
objetivo de aproveitar melhor essas matérias primas como fontes renovaveis de energia, bem
como produtos comerciais de bioconversdo e, consequentemente, reduzir também impactos
ambientais.

No Brasil, 0 nimero de residuos gerados pela agroinddstria é grande, com destaque
para 0 bagaco de cana-de-acUcar. Esse material € um residuo vegetal composto por celulose,
hemiceluloses e lignina (TAKAHASHI et al., 2014). Estas macromoléculas sdo unidas entre
si principalmente por interagBes intermoleculares e também por ligaces covalentes,
formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos e que correspondem a 97 - 99
% de toda massa seca dos materiais conhecidos como biomassa lignocelulésica (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010).

2.2 Celulose, hemiceluloses e lignina

A celulose é o composto organico mais abundante na natureza, sendo o principal
componente da parece celular dos vegetais e encontra-se sob uma forma fibrosa (SOUZA;
SANTOS, 2002; CHANDRA et al., 2012). A celulose representa de 23 a 53 % da composicao
qguimica dos vegetais e aproximadamente 40 — 50 % no bagaco de cana-de-acucar
(WANDERLEY et al., 2013; MOTAUNG e ANANDJIWALA, 2015; ROCHA et al., 2015).
Este polimero ¢ um homopolissacarideo linear composto basicamente por subunidades B-D-
glicose, ligadas por ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4) com uma unidade basica de
celobiose que se repete (Figura 2A) (ARAUJO et al., 2013). Esta macromolécula apresenta
regides cristalinas altamente ordenadas e regides menos ordenadas (de ordem de cristalinidade
intermedidria ou inferior) ou amorfas, onde as cadeias apresentam uma orientacdo
randomizada (FARINAS, 2011) (Figura 2B).
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Figura 2: A: Polimero de celulose com as ligagdes glicosidicas f (1—4) entre residuos de B-

D-glicose e B: Representacdo das regides cristalina e amorfa.
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Fonte: A: Farinas, 2011; B: Moretti, 2012.

As cadeias de celulose se relacionam por interaces intermoleculares de hidrogénio
entre 0 oxigénio do anel e o grupamento hidroxila na posicao 3 da molécula seguinte, entre as
hidroxilas dos carbonos 2 e 6 (ligacdes intramoleculares) e entre as hidroxilas dos carbonos 3
e 6 (intermoleculares), conformacdo esta que permite que longas cadeias lineares, sejam
formadas (Figura 3) (BAFFI, 2014). As microfibrilas da celulose estdo associadas na forma de
pacotes e estas fibrilas sdo ligadas umas as outras pelas hemiceluloses (CHANDRA et al.,
2012).
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Figura 3: LigacGes de hidrogénio nas cadeias da celulose.
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Fonte: Santos et al., 2012.

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos, formados por varios agucares,
como: pentoses (B-D-xilose; a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose; B-D-glicose; a-D-
galactose) e acidos (4-0-acido metil glucurénico; a-D-galacturénico) (Figura 3) (BALAT et
al., 2008; MORAIS et al., 2010). As mais relevantes sdo as xilanas e glucomanas, sendo as
xilanas as mais abundantes (GIRIO et al., 2010). Em residuos lignocelulésicos, a quantidade
de hemiceluloses encontrada nos tecidos vegetais pode variar em funcdo da espécie, do
estagio de crescimento e das condi¢des ambientais (BRIENZO, 2010). No bagaco de cana-de-
acucar, esse valor pode variar entre 19 a 24% (SANTOS et al., 2012). Ao contrario da
celulose que possui regifes cristalinas e amorfas, as hemiceluloses sdo formadas apenas por
regides amorfas (SANTOS et al., 2012). Uma de suas funcdes é ligar as fibrilas de celulose a
lignina, envolvendo a celulose e formando uma barreira fisica natural, conferindo uma

protecdo contra ataques enzimaticos (PHILIPPINI, 2012).
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Figura 4: Unidades monoméricas que compdem as hemiceluloses.
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Fonte: Morais et al., 2005.

A xilana é a principal hemicelulose encontrada no bagaco de cana-de-aglcar e 0
segundo polissacarideo encontrado em maior quantidade na natureza (COLLINS et al., 2005).
A complexa estrutura da xilana necessita de diferentes enzimas atuando de forma sinergistica
para sua hidrélise completa (SUBRAMANUYAN; PREMA, 2002). As enzimas do complexo
xilanolitico podem ser divididas entre aquelas que degradam a cadeia principal (endo-p-1,4
xilanase e B- xilosidase) e aquelas que degradam as cadeias laterais (a-glucuronidase,
a-L-arabinofuranosidase e acetilesterase) (Figura 5) (BIELY, 1985).

As hemiceluloses interagem diretamente com a lignina e essa interacdo leva a uma
maior rigidez da parede celular vegetal. A lignina ¢ uma macromolécula formada de unidades
fenilpropandides muito resistentes a degradacdo, o que lhe confere um papel na manutencgéo
da integridade fisica da parede celular (DAMASCENO et al., 2010). Esta molécula de alta
massa molar representa de 10 a 25 % da massa total do material lignocelulésico e sua

formag&o tem origem a partir de trés precursores basicos (Figura 6) (RABELO, 2007).



Figura 5: Pontos de atuacdo de enzimas na cadeia de xilana. Ac - grupo acetil; Arab - L-

arabinofuranose; MeGIA - acido 4-O-metil-glicurdnico; Xil - D-xilose.
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Fonte: Biely, 1985.
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Com uma estrutura macromolecular aromatica (Figura 7), a lignina atua como um

agente de ligacOes cruzadas entre as células, o que torna essa estrutura resistente a expanséo e

compressdo (SOUZA, 2006). Por ter esse carater de rigidez, ela afeta diretamente a

sacarificacdo dos residuos lignoceluldsicos. Além disso, a lignina adsorve de maneira

irreversivel as enzimas hidroliticas, bloqueando o ataque a celulose (PALONEN et al., 2004).
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Figura 6: Estrutura dos alcodis precursores da lignina: a) — alcool p-cumarilico; b) — alcool
coniferilico; c) — alcool sinapilico.
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Fonte: Rabelo 2007.

Figura 7: Estrutura representativa da lignina proposta por Adler em 1977.
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2.3 Pré-tratamentos

A possibilidade de bioconversdo do bagaco de cana em produtos de valor agregado,
como o etanol de segunda geracdo (etanol 2G), pode ser limitada pela complexa associacao
lignina-hemiceluloses-celulose, o que torna as fibras resistentes a degradacdo (ROCHA et al.,
2015). Dessa forma, a etapa do pre-tratamento auxilia na reducgéo da recalcitrancia do material
lignocelulosico, aumentando sua digestibilidade, possibilitando que enzimas microbianas
tenham um maior acesso a celulose, e assim, facilitando a conversdo de carboidratos em
acucar fermentesciveis (Figura 8) (KUMAR et al., 2009).

A remocéo da lignina da biomassa vegetal pode ser realizada utilizando diferentes
tipos de pré-tratamentos tais como: fisico-mecanicos, bioldgicos e quimicos ou a associacdo
destes, tendo a funcdo de desestruturar a biomassa e tornar a celulose mais acessivel (MESA
et al., 2011; ROCHA et al., 2015). Os métodos de pré-tratamento mais comuns incluem a
moagem da biomassa, seguida por explosédo de fibras a vapor ou o tratamento da biomassa
com é&cidos/bases diluidos ou concentrados (WANDERLEY et al., 2013; CESARIO et al.,
2014; RAMOS et al., 2015).

Figura 8: Esquema geral da desestruturacdo do complexo lignocelulésico.
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Hemiceluloses

Fonte: adaptado de Mood et al., 2013.
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O pré-tratamento fisico-mecéanico consiste na trituracdo ou moagem e peneiragdo da
fibra para que esta seja reduzida a pequenas particulas, com a vantagem de aumentar a area de
superficie do material e assim, reduzir a cristalinidade da celulose (OGEGA; PETRI, 2010).
Na explosdo a vapor a biomassa € tratada com vapor de alta pressdo saturado. Apds um
periodo, essa pressdo é subitamente reduzida fazendo com que o material lignoceluldsico
passe por uma descompressdo explosiva, tendo como resultado principal a degradacéo das
hemiceluloses (KUMAR et al., 2009).

O pré-tratamento bioldgico é realizado por microrganismos (fungos e bactérias)
capazes de deslignificar e reduzir a massa molar da lignina, além de provocar uma hidrélise
parcial das hemiceluloses (CHANDRA et al., 2012). As vantagens desse processo sao: baixo
gasto energético e pode ser realizado a temperatura ambiente. Porém, a porcentagem de
lignina/hemicelulose extraida é muito baixa e 0s microrganismos consomem um pouco dos
carboidratos disponiveis, levando a um menor rendimento em aglcares (OGEDA; PETRI,
2010; CHANDRA et al, 2012).

Atualmente, entre os tipos de pré-tratamentos quimicos, os acidos, em particular
utilizando é&cido sulfdrico, sdo os mais empregados, no qual os polissacarideos
(principalmente hemiceluloses) sdo hidrolisadas a monossacarideos, aumentando a
acessibilidade a celulose para uma efetiva hidrélise enziméatica (MOOD et al., 2013). No
entanto, sua toxicidade, a corrosdo de equipamentos, a formagdo de inibidores como o 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e a degradacdo de monossacarideos como a glicose sdo alguns
dos problemas que podem inviabilizar a aplicacdo desse método (ALMEIDA et al., 2007;
PEDERSEN et al., 2010). A exploséo a vapor é tambem muito utilizada em associagdo com
outros tratamentos. Este método € rapido e envolve a separacdo dos componentes estruturais
da biomassa pelo vapor quente devido a descompressdo e evaporacdo da umidade, leva a
ruptura da estrutura fisica da biomassa, levando também a auto-hidrélise de ligaches
glicosidicas (MOOD et al., 2013).

2.3.1 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino (PTA), assim como 0s outros tratamentos, também atua no
processo de deslignificacdo de residuos lignocelulésicos e na reducdo da cristalinidade da
celulose (OLIVEIRA et al., 2014). A vantagem desse método em relacdo aos outros é a
remocdo de grupos acetil e &cido urbnico da cadeia da xilana, aumentando assim, a

susceptibilidade do substrato ao ataque enzimatico. Além disso, este método pode ser operado
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em temperaturas menores, sem requerer reatores complexos (MOOD et al., 2013) e os
reagentes alcalinos ndo causam corrosdo dos equipamentos como os &cidos (MODENBACH;
NOKES, 2012). Outra vantagem é a reducdo do grau de polimerizacdo e aumento da
porosidade do material (CHANDRA, 2012). Como desvantagem, o tratamento alcalino tem o
custo do reagente, por ser necessario em elevada quantidade, o que exige uma etapa de
recuperacdo (PALLAPOLUA et al.,, 2011). Porém, um estudo recente mostrou que o
hidroxido de sodio (NaOH) pode ser reciclado e reutilizado em novos pré-tratamentos, o que

pode contribuir para que o processo se torne mais econémico (ROCHA et al., 2014).

2.4 Microrganismos produtores de enzimas

Alguns microrganismos podem crescer em diversos tipos de substratos vegetais,
dependendo das condi¢des ambientais e nutricionais (AIDOO et al., 1982). Dentre eles, os
fungos filamentosos ganham destaque por serem mais adaptados ao crescimento em
substratos solidos devido a formacdo de hifas, o que favorece a sua rapida colonizagédo
(DURAND, 2003). Esses microrganismos sdo ainda de grande interesse devido a sua
capacidade de secretar enzimas extracelulares que degradam a biomassa (GOMES et al.,
1998; BANSAL et al., 2012; BAFFI, 2014). Um exemplo sdo as espécies do género
Aspergillus que sdo conhecidos como um dos principais produtores de exoenzimas que
catalisam a hidrolise da celulose e hemiceluloses (SANTOS et al., 2015).

Dentro desse grupo, a espécie A. fumigatus tem sido descrita na literatura como boa
produtora de celulases e hemicelulases que podem ser Uteis em processos de sacarificacdo de
residuos (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010). Esta espécie também apresenta um 6timo
crescimento em substratos solidos, como o bagaco de cana-de-actcar (MORETTI et al., 2012;
SANTOS et al., 2015). Da mesma forma, linhagens de A. niger foram relatadas como boas
produtoras dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos, principalmente, B-glicosidases e
xilanases. Por esse motivo, esta espécie também tem sido empregada em estudos de hidrdlise
de materiais lignocelulésicos (RODRIGO-ZUNIGA et al., 2011; AGUIAR et al., 2011;
SANTOS et al., 2015).



27

2.5 Enzimas hidroliticas

2.5.1 Celulases e Hemicelulases

Para degradar a parede celular vegetal, os microrganismos precisam produzir um
coquetel de enzimas capazes de despolimerizar a biomassa, como celulases e hemicelulases.
Dentre elas, as celulases sdo classificadas conforme a sua area de atuacdo no substrato
celulosico e sdo divididas em trés grupos: endoglucanases (EC 3.2.1.4) que clivam ligacGes
internas da fibra celulésica; exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) que atuam na
regido externa (terminais redutores e ndo redutores) da celulose para a liberacéo da celobiose
e as B-glicosidases ou celobiases (EC 3.2.1.21) que hidrolisam moléculas de celobiose em
glicose a partir das extremidades redutoras (Figura 9) (WATANABE; TOKUDA, 2010).

Figura 9: Representacdo simplificada da acdo do complexo celulolitico.
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(Fonte: adaptado: WATANABE; TOKUDA, 2010).
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As endoglucanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise, atuando
aleatoriamente na quebra das ligagdes internas da estrutura amorfa da fibra celulésica,
liberando oligossacarideos com diversos graus de polimerizacdo e formando novas
terminacbes ou extremidades livres (redutores e ndo redutores). As exoglucanases ou
celobiohidrolases atuam nas regides terminais da fibra (terminagdes redutoras), liberando
dimeros de glicose (celobiose). As B-glicosidases hidrolisam a celobiose liberando unidades
monomeéricas de glicose (OGEDA e PETRI, 2010). A atuacdo em conjunto dessas enzimas
(acdo sinergistica) na hidrolise das fibras vegetais apresenta um maior rendimento em glicose,
do que quando atuam de forma isolada.

Ja as hemicelulases sdo enzimas importantes na degradacdo das hemiceluloses
permitindo que as fibras de celulose se tornem mais acessiveis. Os estudos atuais tém se
concentrado principalmente em enzimas que degradam as Xxilanas (GIRIO et al., 2010).
Devido a alta complexidade estrutural das hemiceluloses, varias enzimas sdo requeridas para a
sua completa degradagdo (FARINAS, 2011). Dentre elas, algumas como a-L-
arabinofuranosidase, a-D-glucuronidase, a-D-galactosidase e acetil-xilano-esterase atuam nas
cadeias laterais. Apds a liberacdo, das cadeias laterais, a cadeia principal composta por xilana
pode ser clivada por xilanases e B-xilosidases (Figura 5) (RYABOVA et al., 2009).

As xilanases (endo-1,4-B-xilanase ou 1,4-B-D-xilanohidrolase; EC 3.2.1.8) e PB-
xilosidases (1,4-B-D-xilanohidrolase; EC 3.2.1.37) sdo as principais enzimas responsaveis
pela hidrdlise da xilana (GIRIO et al., 2010). A endo-1,4-B-xilanase despolimeriza a xilana
pela hidrolise aleatoria, enquanto a [-Xilosidase hidrolisa pequenos oligossacarideos em
xilose livre. Dessa forma, a acdo conjunta de celulases e hemicelulases torna a hidrélise de

residuos lignocelulésicos mais eficaz com maior rendimento em monossacarideos livres.

2.6 Hidrélise

A hidrolise (também conhecida como sacarificacdo) € um processo de quebra ou
degradacdo das cadeias poliméricas da biomassa lignoceluldsica em aglcares fermentesciveis
(monossacarideos) e pode ser realizada através do uso de acidos ou enzimas (JARDINE et al.,
2009; ARAUJO et al., 2013).

A sacarificacdo acida ocorre em duas etapas devido a composi¢cdo do substrato
apresentar celulose e hemiceluloses (JARDINE et al., 2009). A primeira etapa refere-se a
hidrélise das hemiceluloses e a segunda a hidrdlise da fracdo celulosica que requer altas

temperaturas (DIPARDO, 2000). Esta técnica envolve catalisadores acidos com conversao
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rdpida sendo necessdrio um controle da reacdo, para evitar a formacdo de produtos
indesejaveis e inibidores do processo de fermentacdo (furfural, 5-hidroximetilfurfural, &cido
acetico, acido formico, acido 4-hidroxibenzdico, acido vanilico, fenol, formaldeido e outros),
oriundos da degradacdo dos acucares liberados das hemiceluloses e também da lignina
(BRETHAUER; WYMAN 2010; RABELO et al., 2011; ARAUJO et al., 2013).

2.6.1 Hidrdlise enzimatica

Utilizada para aumentar a eficiéncia no reaproveitamento da biomassa, a hidrdlise
enzimética ocorre em condi¢Ges mais brandas de pH e temperatura e sem a formacgdo de
subprodutos, pois o catalisador é biolégico (ARAUJO et al., 2013). Além disso, as enzimas
possuem especificidades, o produto final ndo é degradado, ndo exige investimentos elevados
em equipamentos, o custo ¢ moderado e ndo ha formacgdo de inibidores (RABELO et al.,
2011). Por estas razdes, esta rota tecnoldgica oferece vantagens sobre as outras em processos
de bioconversao.

A hidrdlise da celulose € realizada pela acdo de celulases altamente especificas e como
resultado da acdo dessas enzimas, obtém-se celobiose e glicose (FERREIRA, 2015). A
celobiose é um inibidor de celulases mais forte do que a glicose, sendo interessante que ela
seja rapidamente transformada em glicose pelas B-glicosidases (FERREIRA, 2015).

Atualmente, grande parte da hidrélise enziméatica é realizada com enzimas
comerciais. Porém, o alto custo dessas enzimas e 0s baixos rendimentos ocasionaram um
gargalo industrial na sua aplicacdo para a producdo de agUcares fermentesciveis (SIQUEIRA
et al., 2010; ANG et al., 2013). Assim, a disponibilidade de celulases de baixo custo, bem
como a utilizacdo de substratos mais baratos na sua producdo, como o bagaco de cana-de-
acucar, podem tornar o processo menos dispendioso e aumentar o rendimento do produto final
(ZHENG et al., 2013). Além disso, a capacidade de alguns microrganismos em crescer em
substratos lignocelulosicos e produzir celulases e hemicelulases pode contribuir
adicionalmente para bioconversdes economicamente vidveis (BANSAL et al., 2012).

Recentemente, pesquisas voltadas para aperfeicoar a hidrolise enzimatica tém sido
realizadas com coquetéis enzimaticos de extratos flngicos brutos que contenham atividades
mistas celuloliticas e xilanoliticas (MORETTI et al., 2014; SANTOS et al.,, 2015;
BUSSAMRA, et al., 2015). Dessa forma, para a obtencdo de bons resultados apds a
sacarificacdo, € importante o uso de uma mistura enzimatica eficiente com amplo espectro de

acao que maximize a conversao do substrato (celulose e hemiceluloses) em monossacarideos,
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com um baixo consumo de energia, sem 0 uso de produtos quimicos perigosos e com um

custo minimo de producdo (ZHOU et al., 2009).
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3 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho, analisou-se a eficiéncia sinergistica de extratos enzimaticos brutos
produzidos pelos fungos Aspergillus fumigatus (linhagem SCBM6) e Aspergillus niger
(linhagem SCBM1) na hidrélise do bagago de cana-de-agUcar previamente submetido a pré-

tratamento alcalino.

3.1 Objetivos especificos

e Realizar o pré-tratamento alcalino (PTA) do bagaco de cana-de-agucar com hidroxido
de sédio (2% m/v);

¢ Realizar a caracterizacdo quimica do bagaco antes (BB) e ap6s o pré-tratamento (BT);

e Otimizar a hidrélise do bagaco pré-tratado usando superficie de resposta, variando-se
as condicdes: concentracdo de extratos enzimaticos, a concentracdo de bagacgo, o
tempo de hidrolise, a temperatura de hidrélise e a proporcdo entre extratos fungicos
brutos combinados das linhagens A. fumigatus SCBM6 e A. niger SCBM1,;

e Quantificar os agucares redutores totais (ART) pelo método do &cido-dinitrosalissilico
(DNS);

e Detectar e quantificar os monossacarideos e dissacarideos liberados por cromatografia

de troca idnica;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Producéo de enzimas por Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

4.1.1 Microrganismos

As linhagens SCBM6 de Aspergillus fumigatus (termofilico, com crescimento 6timo a
45 °C) e SCBM1 Aspergillus niger (mesofilico, com crescimento 6timo a 30 °C) foram
cultivadas por fermentacdo em estado sélido (FES) para a produgdo de enzimas fibroliticas.
Essas linhagens foram previamente isoladas de pilhas de bagaco de cana-de-aglcar (obtidas
na Usina Alvorada, Arapord, MG). Posteriormente, os isolados foram identificados em nivel
de espécie por sequienciamento génico (SANTOS et al., 2015) e armazenados em agua
deionizada estéril a temperatura ambiente, no laboratério de Microbiologia Ambiental,
Universidade Federal de Uberlandia (LAMIC-UFU).

Para o preparo do pré-inoculo, as linhagens fungicas foram inoculadas em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio inclinado agar Sabouraud estéril por 72
horas a 30 °C (SCBM1) e 45 °C (SCBM®6) (Figura 10). Este procedimento foi realizado em
duplicata. Apds 72 horas, 20 mL de solucdo salina estéril foram adicionados aos frascos e as
superficies dos meios foram raspadas para a obtencéo de esporos em suspensao. O numero de
esporos foi calculado por contagem em Camara de Neubauer no microscopio 6tico e um
volume equivalente a 10" esporos por grama de substrato foi utilizado para inocular as

amostras nos frascos de fermentacao para crescimento e producéo de enzimas.

Figura 10: Pré-in6culos de A. fumigatus (SCBM6) e A. niger (SCBML1).

L k3
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Fonte: A autora.
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4.1.2 Fermentacao em Estado Sélido (FES)

As fermentacdes para a producao de enzimas hidroliticas foram conduzidas em frascos
do tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 2,5 gramas de bagaco de cana-de-acUcar e 2,5
gramas de farelo de trigo (1:1 g/g) e acrescidos de 5 mL de solucdo nutriente estéril contendo:
0,35 % de sulfato de aménia ((NH4).SO,), 0,3% de fosfato de potéssio monobésico
(KH,PQy), 0,05 % de sulfato de magnésio heptahidratado (Mg,SO4.7H,0) e 0,05 % de
cloreto de calcio (CaCl,) (MORETTI et al., 2012). Os frascos foram vedados e autoclavados.
Cada frasco foi inoculado com um volume de pré-indculo equivalente a 107 esporos / grama
de substrato e completado com solucdo nutriente até o volume final de 20 mL (MORETTI et
al., 2012). O processo de fermentacdo ocorreu por sete dias, a 45 °C para a linhagem A.
fumigatus SCBM6 e a 30 °C para A. niger SCBM1 (Figura 11). Os experimentos foram
conduzidos em duplicatas.

Figura 11: Indculos de A. fumigatus (SCBMBG6) e A. niger (SCBM1) para crescimento por FES.

Fonte: A autora.

4.1.3 Extracdo Enzimatica

Para a linhagem termofilica SCBMS6, dois frascos foram retirados a cada 24 horas para
a obtencdo do extrato enzimatico bruto. Para a linhagem mesofilica SCBML, os frascos foram
retirados a cada 48 horas. Para tanto, 50 mL de agua destilada foram adicionados aos frascos e
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agitados manualmente. Em seguida, os frascos foram submetidos a agitacao orbital a 150 rpm
por 1 hora. Apos esta etapa, o material foi filtrado e centrifugado por 20 minutos a 5000 rpm e
novamente filtrado em papel filtro. Os extratos brutos obtidos foram aliquotados e
armazenados a -20 °C. O extrato enzimatico produzido pela linhagem SCBM6 de A.
fumigatus foi denominado EAF e o0 extrato obtido a partir do crescimento de A. niger SCBM1
foi identificado como EAN.

4.1.4 Dosagens Enzimaticas: p-glicosidase, f-xilosidase e xilanase

Apos a FES, a atividade da enzima [-glicosidase produzida pelos fungos foi
quantificada a 50 e a 60 °C (EAN e EAF, respectivamente), utilizando uma mistura de reacéo
contendo 50 pL de extrato enzimatico bruto, 250 pL de solugdo tampéo acetato 0,1 mol L™,
pH 5,0 e 250 uL de p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo 4 mM (PNPG) como substrato. Apos
10 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 2 mL de solucéo de carbonato de sodio
(Na;CO3) 2 mol L™*. A concentragio de p-nitrofenol (pNP) liberado foi determinada por
espectrofotometria a 410 nm. A atividade da enzima [B-xilosidase foi dosada pelo mesmo
procedimento para [B-glicosidase, porém, utilizando-se p-nitrofenil [-D-xilopiranosideo
(PNPX) como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de pNP por minuto de reagdo, a partir da
curva padrao de pNP (BAFFI et al., 2011). Os experimentos foram conduzidos em duplicatas.

A gquantificacdo da atividade enzimatica da xilanase foi determinada pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS), com 10 pL do extrato enzimatico, 90 pL de xilana 1 % em
tampdo acetato 0,1 mol L™, por 10 minutos a 60 °C (EAF) e a 50 °C (EAF). A reagéo foi
interrompida com a adicdo de 100 pL de DNS (MILLER, 1959, com pequenas modificacdes).
O volume final foi fervido por 10 minutos e acrescido de 800 pL de agua destilada. A
quantidade de xilose liberada foi medida por espectrofotometria no comprimento de onda de
540 nm. Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 pumol de xilose por minuto de reacdo, a partir da curva padrdo de

xilose. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

4.2 Pré-tratamento Alcalino (PTA)

Amostras de bagaco de cana-de-acucar foram adquiridas da Usina Vale do Tijuco

(Companhia Mineira de Acucar e Alcool), localizada no municipio de Uberaba, MG. O
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bagaco foi previamente lavado em &gua corrente para a retirada de impurezas e, em seguida,
em agua destilada. Posteriormente, o residuo foi seco em estufa a 50 °C por 24 horas e
triturado em liquidificador.

Para o pré-tratamento, uma amostra de 100 gramas de bagaco foi pesada e submetida
sob refluxo em extrator Soxhlet, com 2,5 L de solucéo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH)
2 % e a reacdo foi mantida por 4 horas a 121 °C (HENRIQUE et al., 2013). Apés esse
periodo, o residuo foi novamente triturado, utilizando um liquidificador comum e lavado com
agua destilada, até que o filtrado apresentasse pH igual a 7,0. A amostra foi entdo seca em
estufa por 12 horas a 50 °C. Esse procedimento foi repetido até a obtencdo de
aproximadamente 700 gramas de bagaco pré-tratado (BT).

4.3 Analise das fibras por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras de bagaco antes (bagaco bruto - BB) e apds o pré-tratamento alcalino
(bagaco pré-tratado - BT) foram fixadas em fita de carbono em suporte de aluminio e cobertas
com ouro. As fotomicrografias de MEV foram obtidas em microscépio de baixo vacuo da
marca Hitachi, modelo TM3000.

4.4 Caracterizagdo quimica do bagaco de cana bruto (BB) e tratado (BT)

4.4.1 Teor de lignina Klason insoluvel

O teor de lignina Klason insoltvel foi determinado de acordo com a norma TAPPI
T13M-54. Para a quantificacdo, adicionou-se aproximadamente 1 grama de bagaco seco em
almofariz e 15,0 mL de solucdo de &cido sulfirico (H.SO.) a 72 % (m/m) (d=1,6389 g mL™)
para maceracdo, seguido de repouso por 2 horas a temperatura ambiente.

A mistura foi entdo transferida para um bal&o e diluida com 575 mL de agua destilada
para a concentracdo de H,SO, de 3 % (m/m) e aquecida em refluxo por 4 horas a 121 °C.
Apos o resfriamento por 1 hora, a solugdo foi filtrada em funil de vidro sinterizado n® 4. O
residuo presente no funil foi seco a 105 °C por 12 horas, resfriado em dessecador até atingir
temperatura ambiente e pesado. O filtrado foi reservado para estimar a lignina Klason solavel.
O conteudo de lignina insoltvel foi entdo calculado como a porcentagem da massa de lignina
insolivel em relagdo a massa inicial da amostra seca (equacdo 1). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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%L =My M *100 equacédo 1
Ma

Lxi — Lignina Klason insoltvel
M k — Massa da lignina insoluvel seca
M . — Massa da cinza

Ma— Massa do bagaco
4.4.2 Teor de lignina Klason soluvel

A quantidade de lignina soltvel em meio acido foi quantificada por espectroscopia na
regido do ultravioleta (UV). O filtrado obtido na etapa anterior foi diluido com agua destilada
até a concentracdo final de 0,05 mol L™ de H,SO,. A absorbancia do filtrado foi medida nos
comprimentos de onda de 215 e 280 nm. Os valores de absorbancia refletem a necessidade de
se fazer uma correcdo para os compostos de furfural gerados durante a hidrdlise, que podem
interferir na medicdo da lignina soltvel. A absorbancia em 280 nm ¢, na verdade, uma
correcao para os compostos de furfural, enquanto que a absorbancia em 215 nm é uma medida
da concentracdo de lignina solvel. A concentragdo de lignina Klason solavel (g L™) foi

calculada pela equagéo 2:
C (g L™ = [(4,53 Az1s) — Asgo] 300 equagio 2

C (g L'l) — concentra¢ao de lignina Klason soltvel em meio acido
A5 — valor da absorbancia a 215nm

Aogo — valor da absorbancia a 280nm

Portanto, essa equacéo é resultante da resolucéo simultanea das equacgdes a seguir:
Asg=0,68 Cp+ 18 C. equacéo 3
As5=0,15Cp+ 70 C_ equacéo 4

Aogo — valor da absorbancia a 280nm
A5 — valor da absorbancia a 215nm
Cp — concentracao dos carboidratos (g L™)

CL— concentracio da lignina soluvel (g L™)
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4.4.3 Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com a norma TAPPI T264 OM-88.
Cerca de 2 + 0,01 gramas de bagaco foram adicionadas em cadinho e o conjunto foi
acondicionado em estufa a 105 °C + 3 °C por 2 horas, resfriado em dessecador até a
temperatura ambiente e pesado. Em seguida, o0 mesmo material foi colocado na estufa, nas
mesmas condigdes, por 1 hora. Novamente, o material foi resfriado em dessecador e pesado.
Este procedimento foi repetido até atingir uma massa constante, ou seja, até que pesagens
sucessivas ndo diferissem por mais de 0,002 grama.

O teor de umidade, tanto para o bagaco tratado (BT) quanto para o bruto (BB), foi
determinado a partir da diferenca do percentual entre a massa de amostra inicial e a massa de

amostra apds o processo de secagem. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

4.4.4 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi avaliado conforme a norma TAPPI T211 OM-93. Cerca de 1
grama de bagaco de cana tratado (BT) ou bruto (BB) foi adicionado em mufla a temperatura
de 800 °C por 2 horas. Posteriormente, o sistema (cadinho e amostra calcinada) foi resfriado
em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. O teor de cinzas foi determinado
considerando a percentagem de massa do residuo (apds calcinacdo) com relacdo a massa

inicial de amostra seca.

4.4.5 Obtencéo da holocelulose

O termo holocelulose é geralmente usado para designar os carboidratos totais
presentes em uma célula vegetal (MORAIS et al., 2010). A holocelulose é o produto resultante
da extracdo da lignina e é constituida por celulose e hemiceluloses. O método utilizado para
obtencdo da holocelulose foi o do clorito &cido (BROWNING, 1967). Esta técnica se baseia
na reacao entre a lignina, o dioxido de cloro (ClO,) e hipoclorito (C1O7) , produtos formados

em reacdes redox de clorito (CIO;"), em meio &cido segundo a equacdo abaixo:

8ClIO; +6H" 2> 6 ClO,+ ClIO™ + Cl1~+3H,0  equagdo 5
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Inicialmente, adicionou-se 5 gramas de bagaco em um erlenmeyer com 250 mL de
agua destilada. O frasco foi colocado em banho-maria a 75 °C e a ele foram adicionados
2,0 mL de &cido acético (CH3;COOQOH) e 3,0 gramas de clorito de sddio (NaClO,). O recipiente
foi tampado para ndo ocorrer a perda do gas produzido na reacao.

Apos 1 hora, adicionou-se novamente 2,0 mL de CH3COOH e 3,0 gramas de NaClO,.
Esse processo foi repetido por duas vezes. A mistura foi entdo resfriada em banho de gelo e
filtrada em funil de vidro sinterizado n° 1. Posteriormente, foi lavada com agua destilada a
5 °C até que o residuo fibroso apresentasse coloracdo esbranquicada e o pH do eluido fosse
igual ao da &gua utilizada na lavagem. Em seguida, o funil com o residuo fibroso foi seco em
estufa a 105 = 3 °C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para quantificar o

rendimento em holocelulose.

4.4.6 Teor de a-celulose

A celulose distingue-se analiticamente das hemiceluloses pela sua insolubilidade em
solucdes alcalinas aquosas. A extracdo sucessiva da holocelulose (obtida pelo método do
clorito acido) com hidréxido de potéassio (KOH) 5 e 24 % resulta em valores que somados,
representam a fracdo de hemiceluloses. Logo, o residuo fibroso ap6s as duas extracbes €
designado a-celulose (BROWNING, 1967). Desta forma, 3,0 gramas de holocelulose seca
foram adicionadas em 10 mL de solucdo de KOH 5 %. O frasco foi vedado e mantido em
agitacdo constante por 2 horas.

O preparado foi entéo filtrado em funil de vidro sintetizado n° 1, lavado com 50 mL de
solucdo de KOH 5 % e em seguida, com 100 mL de agua destilada. O mesmo procedimento
de extracdo foi repetido utilizando solucdo de KOH 24 %. Apoés este procedimento, o residuo
fibroso retido no funil foi lavado com 25 mL de solugdo KOH 24 %, 50 mL de agua destilada,
25 mL de CH3COOH 10 % e 100 mL de agua destilada, respectivamente.

Ap0s a extracdo dos componentes soluveis em solugdes aquosas de KOH, o residuo
fibroso foi novamente lavado com 50 mL de acetona, seco a 105 + 3 °C por 6 horas, e pesado.
O conteudo de a-celulose foi entdo determinado como a porcentagem da massa de residuo em
relacdo a massa inicial de amostra seca, levando em consideragdo o rendimento calculado na

obtencéo da holocelulose.
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4.4.7 Teor de hemiceluloses

O conteudo de hemiceluloses foi determinado como a porcentagem da diferenca entre
os teores de holocelulose e a-celulose em relacdo a massa inicial de amostra seca,

considerando o rendimento calculado na obtengéo da holocelulose.

4.4.8 Analise termogravimeétrica (TGA)

A estabilidade térmica do bagaco bruto (BB) e tratado (BT) foi determinada,
utilizando-se um analisador térmico (Shimadzu DTG-60H). Amostras de BB e BT foram
pesadas (entre 5 e 7 mg) e aquecidas de 25 a 600 °C a uma razdo de aquecimento de

10 °C / min, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 30 mL / min.

4.4.9 Determinacao da cristalinidade

O indice de cristalinidade (Ic) nas amostras de bagago bruto (BB) e tratado (BT) foi
avaliado por difracdo de raio-X (DRX), de acordo com o0 método Segal (SEGAL et al. 1959).
Este método consiste em realizar a medida do pico da maior e menor intensidade de difracéo,

conforme equacéo 6:

Ic= (|002— lam / |002) x 100 equagéo 6

Onde:
loo2 = intensidade de difracdo maxima em unidades arbitrarias do plano 002, representando as
regides cristalinas e amorfas.

lam = intensidade de difragdo em difracdo em 26 = 18°, representada apenas pela parte amorfa.

Para este procedimento, as amostras foram secas a 50 °C durante 12 horas em estufa.
Em seguida, as amostras foram analisadas em difratdmetro Shimadzu LabX XRD-6000, com
poténcia de 40 KV / 30 mA e MCu Ka) = 1,5406 A, com intervalo de 20 de 5 a 40 °,
velocidade de varredura de 2 ° / min e resolugdo de 0,02 °. Na determinagfo do indice de
cristalinidade (Ic), o método de raio-X foi utilizado como pardmetro simples de comparagao

entre duas amostras. Os dados foram normalizados para a melhor visualizagéo das curvas.
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4.4.10 Determinacgao de extrativos

Aproximadamente 5 gramas de bagaco bruto (BB) e tratado (BT) foram pesados e
colocados separadamente em cartucho de papel de filtro e submetidos a uma extragdo em um
extrator Soxhlet. Para a determinacdo do teor de extrativos apolares, utilizou-se 125 mL de
uma mistura de hexano/etanol (1:1 v/v) por um periodo de 50 horas, conforme norma TAPPI
T204 cm - 97, com pequenas modificacdes. Apds esse periodo, o residuo foi seco em estufa a
105 °C por 12 horas. O mesmo procedimento foi realizado para determinar o teor de
extrativos soluveis em agua, utilizando 250 mL de &gua destilada. O contetdo de extrativos
soltveis foi determinado através da diferenca de massa da amostra seca antes e apds o

processo de extracdo, conforme equacao a seguir:

Teor de extrativos (%) = (my;— my / mp) X 100 equacéo 7
Onde:
M, = massa (g) da amostra antes da extracao

mp = massa (g) de amostra seca ap0s a extracao

4.5 Hidrolise enzimética do bagaco pré-tratado

A hidroélise enzimatica foi otimizada por metodologia de Superficie de Resposta a fim
de se obter um melhor rendimento de acucares fermentesciveis no final do processo. Esta
técnica se baseia na construcdo de modelos matematicos empiricos que, geralmente,
empregam funcbes polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o sistema estudado e,
conseqlientemente, dar condicBes de explorar, modelar e deslocar o sistema até a sua
otimizagdo (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Para o aprimoramento das condi¢des experimentais que possibilitassem o aumento no
rendimento em aclcares fermentesciveis, foi aplicado um planejamento experimental 2%,
reduzindo o ndmero de ensaios realizados. As variaveis tempo, temperatura, concentracdo de
substrato e porcentagem de extrato enzimatico bruto foram analisadas, sendo determinados 0s
valores de maximo e minimo para as mesmas (Tabela 1). Na variavel “porcentagem de extrato
enzimatico bruto”, diferentes proporcdes de EAF e EAN foram avaliadas, de modo que a agéo
sinergistica de ambos os extratos fosse investigada. Para a constru¢do da matriz, utilizou-se o

programa Statistica 7.0.
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Tabela 1 — Valores aplicados em cada nivel das variaveis analisadas no processo de hidrdlise.

Niveis
Variaveis -2 -1 0 +1 +2
Tempo (horas) 3,37 12 24 36 44,63
Temperatura (°C) 41,25 47 55 63 68,75
Concentracédo de bagaco (%) 0,19 2,2 5 7,8 9,81
Razdo de extrato enzimatico bruto (%) 7 25 50 75 93

As hidrélises foram realizadas em frascos de 125 mL do tipo erlenmeyer com rolhas
de borracha, contendo 20 mL de uma mistura de 5 mL de tamp&o acetato (0,05 mol L™, pH
5,0), bagaco pré-tratado seco, extratos enzimaticos brutos e dgua destilada. Os valores de
atividades enzimaéticas contidas nos extratos foram determinados apdés a FES. Os
experimentos foram incubados em diferentes temperaturas e sob agitacéo de 150 rpm.

A quantidade de cada extrato bruto adicionado em cada hidrélise foi determinada
considerando a porcentagem de celulose presente na amostra de bagaco seco apds o pré-
tratamento alcalino e a porcentagem em gramas de bagaco que foi utilizada em cada hidrélise.

Cada hidrélise foi conduzida com 1U g de B-glicosidase de cada extrato enzimatico bruto.

4.6 Quantificacao de acUcares apos as hidrolises

Os hidrolisados foram filtrados e utilizados para analises quantitativas de aclcares
redutores totais (ART) pelo método do DNS a partir de uma curva padrdo de glicose
(MILLER, 1959, com pequenas modificagfes). Os monossacarideos e dissacarideos liberados
(glicose, xilose, arabinose e celobiose) foram quantificados por cromatografia de troca idnica.

Para a quantificacdo dos monossacarideos (xilose e glicose) e da celobiose
(dissacarideo) nos hidrolisados utilizou-se um cromatédgrafo de ions (Termo Dionex ICS 5000
HPAEC-PAD), com coluna CarboPac PAl a 25 °C ( MORETTI et al., 2014; PEREIRA et al.,
2015). Os diluentes foram preparados com agua ultra pura (18M Q) e desgaseificada com
nitrogénio gasoso (N2) e o fluxo usado foi de 1 mL / minuto com solvente A (agua ultra pura),
solvente B (500 mM / L de NaOH), com eluicdo isocratica com 48 % de B, 95 % de A, por 25

minutos (PEREIRA et al., 2015). Padrdes de glicose, xilose e celobiose foram usados para as
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andlises. As quantificacBes dos agUcares por cromatografia de troca i6nica foram realizadas
no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Séo José do Rio Preto, SP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Roberto da

Silva.

4.7 Caracterizagdo da f-glicosidase

As condigdes Otimas para a atividade maxima da B-glicosidase nos extratos
enziméticos EAF e EAN foram determinadas a fim de garantir a estabilidade sob as condic¢Ges
experimentais de hidrdlise. Assim, pH 6timo, temperatura 6tima, pH de estabilidade e
termoestabilidade foram estudados examinando uma faixa de diferentes pHs e temperaturas.

A determina¢do do pH o6timo sobre a atividade enzimatica de PB-glicosidase foi
realizada incubando-se 50 pL de enzima bruta em 250 pL do substrato p-nitrofenil [-D-
glicopiranosideo 4 mM (PNPG), em diferentes valores de pH, variando os valores de pH entre
3,5 e 8,0. Os tampdes utilizados foram: tampédo citrato de sodio 0,1 mol L™ (3,5 a 7,0) e
tampéo fosfato de sodio 0,1 mol L™ (7,5 e 8,0). A atividade enzimética foi quantificada a 40
°C e paralisada com carbonato de sédio 2 mol L™ apés 10 minutos (Baffi et al., 2011).

O efeito da temperatura 6tima sobre a B-glicosidase presente em cada extrato foi
avaliado incubando-se 50 pL de extrato bruto, nas mesmas condicGes para a determinacdo da
atividade, em diferentes temperaturas, variando entre 30 e 80 °C. Os ensaios de atividade
foram realizados em tamp#o citrato de sédio 0,1 mol L™ no pH 6timo (Baffi et al., 2011).

A estabilidade referente a variacdo da escala de pH, foi analisada através da incubacéao
dos extratos durante 24 horas a temperatura ambiente em tampéao, variando o pH de 3,5 a 8,0,
com 0s mesmos tamples ja descritos. A atividade de B-glicosidase remanescente foi
determinada nas respectivas condi¢cdes 6timas de pH e temperatura (Baffi et al., 2011).

A termoestabilidade da B-glicosidase em cada extrato também foi investigada. O
extrato bruto foi incubado em tampdo citrato de sédio 0,1 mol L™, no pH 6timo de cada
enzima, durante 1 hora em diferentes temperaturas de 30 a 80 °C. Em seguida, fixou-se uma
temperatura 6tima para ambos 0s extratos e avaliou-se a termoestabilidade variando o tempo
(2, 4, 8 e 12 horas de incubagdo). Posteriormente, a atividade enzimatica residual foi
quantificada nas respectivas condicdes 6timas de pH e temperatura. Os ensaios foram

realizados em duplicata (Baffi et al., 2011).
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4.8 Novas hidrolises com extrato enzimético concentrado e enzima comercial

Os extratos enzimaticos brutos foram concentrados com 65% de saturacdo de etanol
gelado (-18 °C) sob leve agitacdo. O etanol foi lentamente adicionado ao extrato enzimético
previamente refrigerado a 5 °C. A solucdo foi mantida por 24 horas em banho de gelo e 0
precipitado foi separado do sobrenadante por centrifugacdo (10.000 g / 20 min) a 4 °C. O
precipitado foi ressuspendido em tampéo citrato de sédio 0,1 mol L™ e pH 6timo. Apés a
concentracdo do extrato, foi realizada uma nova dosagem enzimatica.

Duas novas hidrolises foram realizadas: uma com extratos enzimaticos concentrados e
a outra com enzima comercial, ambas contendo 10U de B-glicosidase por grama de bagago. A
enzima comercial CELIC CTEC 3 (Novozymes), rica em celulases, xilanases e enzimas
acessorias (LI et al., 2013), foi diluida 50.000 vezes para atingir a concentracdo de
B-glicosidase de 10U por grama de bagaco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo de enzimas por FES

A fermentacdo em estado sélido (FES) desempenha um papel de destaque no
aproveitamento de residuos agroindustriais, pois possibilita o crescimento de microrganismos
nesses substratos, permitindo a sintese de diversos compostos de interesse industrial, como
por exemplo, enzimas microbianas (PINTO et al., 2006). E uma metodologia eficaz na
producdo de enzimas, como as celulases, apresentando alto rendimento e baixo custo
(SINGHANIA et al., 2010).

Neste estudo, a produgao de B-glicosidase, B-xilosidase e xilanase pelas linhagens de
A. fumigatus (SCBM®6) e A.niger (SCBM1) foi avaliada ap6s a FES utilizando bagaco de
cana-de-acucar e farelo de trigo como substratos. Altos valores de atividades enzimaticas
foram produzidos por ambas as linhagens. Para a enzima B-glicosidase, a producdo maxima
obtida pelo crescimento do fungo A. fumigatus SCBM6 foi de 78,47 U/g, enquanto que A.
niger SCBM1 produziu 43,02 U/g. A enzima B-xilosidase foi sintetizada apenas por A. niger
SCBM1 com producéo bastante significativa (78,00 U/g). Para xilanase, a maior de producéo
foi obtida por A.niger SCBM1 (3289,58 U/g). Outras celulases e hemicelulases ndo foram
detectadas em concentragdes relevantes. A enzima com maior taxa de producéo foi a xilanase
para ambas as linhagens (A. fumigatus SCBM6 com 1774,50 U/g e A. niger SCBM1 com
3289,58 U/g).

A curva de producdo das enzimas em fungdo do tempo também foi avaliada (Figuras
12 e 13). O pico maximo de produgdo de B-glicosidase por A. fumigatus SCBM6 foi
observado entre 72 e 120 horas de fermentacdo (Figura 12). Para a linhagem SCBM1 de A.
niger, o pico de biossintese dessa enzima, bem como de B-xilosidase, foi observado entre 96 e
144 horas (Figuras 13). Para a xilanase, a maior producéo foi obtida entre 24 e 48 horas por A.
fumigatus SCBM6 (Figura 12). Ja para a linhagem SCBM1 (A. niger), a producdo dessa

enzima foi alta e manteve-se constante entre 48 e 144 horas (Figura 13).
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Figura 12: Producgdo de enzimas por FES pela linhagem SCBM6 de A. fumigatus, utilizando

bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo (1:1 g/g). A: B-glicosidase e B: xilanase.
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Producdo de enzimas por FES pela linhagem SCBM1 de A. niger, utilizando

bagaco de cana-de-aguUcar e farelo de trigo. A: B-glicosidase, B: B-xilosidase e C: xilanase.
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Linhagens de Aspergillus foram descritas em estudos anteriores como boas produtoras
de enzimas extracelulares, principalmente xilanases (DE VRIES; VISSER, 2001; MORETTI
etal., 2012; SANTOS et al., 2015). Moretti et al. (2012) registraram uma atividade enzimatica
méaxima de xilanase pela linhagem A. fumigatus M.7.1 de 1040,0 U/g em 144 horas de
fermentacdo, utilizando como substrato o bagago de cana-de-acucar e farelo de trigo. Ja para
B-glicosidase, o valor maximo obtido foi de 5 U/g em 96 horas. Bansal et al. (2012) também
avaliaram a producdo da B-glicosidase pela espécie A. niger por FES, utilizando como
substrato o bagaco de cana sem pré-tratamento e obteve apenas 3 U/g da enzima em 96 horas
de incubacédo. Santos et al. (2015) também analisaram a produ¢do das enzimas B-glicosidase,
B-xilosidase e xilanase pela linhagem A. niger SCBM3 utilizando bagaco de cana-de-agucar e
farelo de trigo como substratos e obtiveram 54, 73 e 39 U/g apés 240, 144 e 48 horas de FES,
respectivamente. Com base nesses dados, podemos concluir que ambas as linhagens fungicas
sdo Otimas produtoras de enzimas hemiceluloliticas, demonstrando uma producéo bastante

elevada e superior as encontradas em outros estudos.

5.2 Caracterizacao do bagaco antes e ap0s o pré-tratamento alcalino

5.2.1 Andlise microscopica das fibras

A analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de amostras de bagaco bruto
(BB) e tratado (BT) mostrou que o pré-tratamento alcalino alterou a estrutura das fibras,
promovendo uma reducgéo na recalcitrancia e um aumento da porosidade das mesmas (Figura
13A, B e C). O bagaco bruto (BB) apresentou cadeias de fibras ordenadas uniformemente,
com alguns poros com diametros pequenos (Figuras 14A e B). No bagaco tratado (BT), foram
observadas fibras desorganizadas com desestruturacdo no seu arranjo primario e alguns
pontos de dilaceracdo na estrutura dos feixes evidentes (Figuras 14C e D). Um aumento da
porosidade das fibras tambem foi observado em BT, o que pode ter sido causado pela reducéo
no conteldo de lignina, deixando a parede celular mais acessivel (Figura 14D).

Rezende et al. (2011) avaliaram a estrutura de fibras de bagaco tratadas com diferentes
concentracdes de NaOH e também relataram que concentragcdes maiores de solucéo alcalina
resultaram em feixes mais desestruturados e fibras mais soltas e independentes. Essa
desestruturacdo das fibras e aumento da porosidade nas amostras de bagaco tratado pode
facilitar o acesso das enzimas hidroliticas aos polissacarideos celulose e hemiceluloses

durante o processo de sacarificagdo (AGUIAR et al., 2011).
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Figura 14: Eletromicrografia de varredura do bagaco de cana-de-aglcar bruto (A e B) e
tratado (C e D). Ae C: aumento de 200x, B e D aumento de 1000x.

=

H D53 x200

H D48 x200 500 um H D48 x1.0k 100 um
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5.2.2. Caracterizacdo quimica

O conhecimento da composicdo da biomassa lignoceluldsica é fundamental para a
eficiéncia das etapas de pré-tratamento e hidrdlise enzimatica. O tipo de pré-tratamento
empregado € um fator importante e sua escolha ird depender do residuo utilizado e dos
componentes presentes na biomassa, tendo como requisito evitar a formagdo de subprodutos
inibidores da hidrdlise e assim, melhorar a producdo de aglcares fermentesciveis
(CHANDRA et al., 2012).
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Nesse estudo, foram avaliadas as concentragdes de cinzas, lignina Klason, celulose e
hemiceluloses. Apds o PTA, observou-se uma reducao de 43,0 % na concentracéo de lignina e
a fracdo de celulose aumentou em 20,58 % em BT (Tabela 2). Observou-se ainda que, em BT
uma pequena porcentagem de hemiceluloses foi removida (apenas 5,47 %). Estes dados
indicam que o pré-tratamento alcalino foi eficiente na remogdo da lignina, mantendo a
celulose e as hemiceluloses praticamente conservadas. O aumento observado na concentragéo
de celulose € devido a essa remocéo de parte da lignina, visto que a reducdo deste componente
faz com que ocorram alteracGes na distribuicdo dos outros componentes nas fibras, tornando o
bagaco tratado mais rico em celulose.

Os valores obtidos na caracterizacdo quimica do bagaco de cana in natura e pré-
tratado foram comparados com outros estudos (Tabela 2). Rocha et al. (2015) avaliaram a
composicdo quimica de amostras de bagaco de cana bruto e observaram valores proximos
para lignina total (21,56 %). Porém, valores divergentes para celulose (42,19 %),
hemiceluloses (27,60 %) e cinzas (2,84 %) foram encontrados por esses autores. Com relacéo
ao conteldo de lignina total no bagaco de cana pré-tratado com NaOH, uma reducédo de cerca
de 50 % foi obtida por Maryana et al. (2014) e de 75,77% por Guilherme et al. (2015) ap6s o

pré-tratamento.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do bagaco bruto (BB) e pré-tratado (BT).

MARYANA et al. GUILHERME et al.
Trabalho atual

(2014) (2015)
Propriedades BB BT BB BT BB BT
Teor de Umidade 9,53 7,77 - - - -
Cinzas 0,65 0,22 - - 8,80 6,05
Lignina Klason Total 26,14 14,90 17,52 9,93 17,79 4,31
Celulose 54,36 75,04 44,43 56,33 38,59 47,21

Hemiceluloses 13,52 12,78 22,90 20,86 27,89 29,29
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Pré-tratamentos alcalinos de biomassa lignoceluldsica (com hidroxido de sodio,
hidréxido de potassio, hidroxido de célcio e amonia) tém sido empregados (MOOD et al.,
2013; GAO et al., 2013) com bons resultados no processo de deslignificacdo e preservacao
dos polissacarideos (WAN et al., 2010; MAEDA et al., 2011; RABELO et al., 2014). Aguiar
(2010) comparou diferentes pré-tratamentos em palha de milho, palha de trigo e bagaco de
cana e também observou um aumento significativo na concentracdo de celulose e uma
reducdo marcante no teor lignina nesses residuos apds pré-tratamento alcalino. Por outro lado,
apos pré-tratamentos acidos o aumento da concentracdo de celulose e a reducéo no teor de
lignina foram menos significativos, sugerindo que os reagentes alcalinos sdo mais seletivos
para a separacdo da lignina e na preservacdo da fracdo polissacaridica. Além disso, esse
processo alcalino possibilita ainda que a mesma seja recuperada com um relativo grau de
pureza, 0 que pode ser interessante para as biorefinarias, pois permite uma flexibilidade na
utilizacdo da biomassa (KIM et al., 2016). Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos
pode-se concluir que o pré-tratamento com NaOH foi eficiente na deslignificacdo do material
e no aumento da porosidade, promovendo uma reducdo do grau de polimerizacéo da biomassa

do bagaco de cana-de-acucar.

5.2.3. Teor de extrativos

Além de lignina, hemiceluloses e celulose, a fibra do bagaco de cana também é
constituida por acidos graxos, fenois, ceras e outros compostos organicos, conhecidos como
extrativos, que podem ser extraidos com &gua ou solventes organicos (NASCIMENTO, 2007,
SANTOS, 2008). A presenca dos extrativos na fibra lignocelulésica pode tornar o processo
de hidrolise incompleta, pois estes compostos podem reduzir o acesso a celulose e
hemiceluloses e consumir a alcalinidade durantes o pré-tratamento, portanto, devem ser
removidos (SLUITER et al., 2010). Além disso, valores altos de extrativos podem interferir
na andlise de quantificacdo da lignina, prejudicando uma caracterizagdo mais precisa dos
residuos lignoceluldsicos. No presente estudo, a quantidade de extrativos presentes nas fibras
de bagaco tratado diminuiu consideravelmente, em relagdo ao bagaco bruto apenas nos
extrativos solUveis em agua (de 17,88 para 10,73%), indicando que o pré-tratamento também
foi eficiente nessa etapa. Ja para os extrativos soltveis em hexano/etanol a reducao foi menos

significativa de BB para BT (de 13,67 para 12,01%, respectivamente).
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5.2.4 Avaliagio da cristalinidade

A partir da andlise de raios-X, observou-se que o bagaco bruto apresentou menor
cristalinidade que o bagaco tratado (Figura 15), com indices de cristalinidade (Ic) de 63,02 %
em BB e 73,58 % em BT. A menor cristalinidade observada em BB pode ser devida a
presenca de lignina que é um componente amorfo, enquanto que as hemiceluloses e celulose
sdo materiais semicristalinos. Além disso, apds o pré-tratamento, juntamente com a remocao
da lignina, pode ter ocorrido a remocdo de parte das regiGes amorfas da celulose
(NASCIMENTO, 2011). Portanto, apds o pre-tratamento a fragdo cristalina passou a ser mais
predominante no bagago tratado, ou seja, ocorreu um enriquecimento do material em celulose,

como apontado anteriormente.

Figura 15: Difratograma obtido das amostras de bagaco bruto (BB) e bagago tratado (BT).

Intensidade (u.a.)

Fonte: A autora

5.2.5. Analise termogravimétrica (TGA)

A degradacéo térmica do bagaco antes (BB) e ap0s o pré-tratamento (BT) foi realizada
para determinar a perda de massa em diferentes temperaturas. A degradacdo térmica

apresentou trés estagios (Figuras 16 A, B e C). O primeiro ocorreu proximo a 70 °C devido a
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evaporacao da agua (Figura 16 A). Observou-se que BB comecou a perder umidade antes de
BT, justamente por conter mais 4gua. Nota-se também que a linha de degradacdo térmica do
bagaco bruto estd um pouco abaixo da linha do bagaco tratado (Figura 16A).

O segundo estagio representa a etapa principal de degradacao e esta associado a perda
de massa de uma mistura de compostos (Figuras 16B e C). O terceiro estagio esta relacionado
a carbonizacdo. A interseccdo das tangentes das curvas mostrou um ponto de inicio de
degradacao do material (representado pelo valor de temperatura “Tonset”). Observou-se que 0
bagaco bruto (BB) comecou a degradar a 267,5 °C, enquanto que em BT, o inicio da
degradacéo foi a 295,5 °C (Figuras 16B e C, respectivamente). Observa-se ainda que o bagaco
bruto apresenta uma faixa de degradacdo mais ampla (em torno de 267,5 a 390 °C) em relacéo
ao bagaco tratado (em torno de 295,5 a 390 °C), iniciando sua perda de massa em uma
temperatura inferior. Essa faixa de degradacdo mais ampla pode ser justificada pela
composi¢do do bagaco bruto, no qual o conteido de lignina estd preservado e o teor de
hemiceluloses é mais elevado.

As curvas também apresentam picos de inflexdo representando 0s pontos maximos de
degradacdo. Em BB, ocorreram dois picos, um com temperatura maxima de 308,2 °C e o
segundo com temperatura maxima de 348,9 °C (Figura 14B). Em BT, observou-se apenas um
pico, o que pode indicar uma menor quantidade de lignina (T méax = 352,7 °C) (Figura 16C).
As informacBes dos graficos estdo coerentes com os dados da caracterizagcdo quimica (item

5.2.2), visto que as analises demonstraram maior conteudo de lignina em BB.
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Figura 16: Anélise termogravimétrica no bagaco bruto (BB) e pré-tratado (BT). A —
termogramas de BB e BT; B — Picos de degrada¢do maxima em BB; C — Picos de degradacao

méaxima em BT.
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5.3 Hidrélise enziméatica

5.3.1 Rendimento em agucares redutores totais (ART)

As hidrolises foram conduzidas utilizando coquetéis mistos contendo extratos
enziméticos brutos produzidos pelas linhagens A. fumigatus SCBM6 (EAF) e A. niger
SCBM1 (EAN) em diferentes proporcdes para melhorar a acdo sinergistica das enzimas na
despolimerizacdo do bagaco de cana-de-acucar (Tabela 3). Diferentes combinacdes das
variaveis: tempo, temperatura, porcentagem de substrato e porcentagem de extratos
enzimaticos foram delineadas pelo planejamento experimental (2%, totalizando inicialmente
30 hidrdlises diferentes. Apds cada hidrolise, as quantidades de acUcares redutores totais
(ART) foram avaliadas pelo método do DNS.

A maior producdo de ART (21,68 g/L) foi obtida na hidrolise 29 nas seguintes
condigdes: 36 horas, a 47 °C, concentracdo de BT de 7,8 % e razdo EAF/EAN de 25/75 %
(Tabela 6). Ja o maior rendimento em ART/grama de bagaco tratado (28,66 %) foi obtido no
experimento 5, com a hidrolise realizada por 12 horas, a 47 °C, concentracdo de BT de 2,2 %
e razdo EAF/EAN tambem de 25/75 %.

Valores proximos de ART (31,00 g/L) foram obtidos por Gongalves (2010) ap6s
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas do bagaco de cana-de-aglcar pré-tratado com
explosdo a vapor. Comparando os resultados obtidos com o trabalho de Gongalves (2010),
observa-se que este autor obteve uma liberacdo de ART levemente superior, porém, em
hidrélises realizadas por 48 horas, a 50 °C, com 6% de bagaco tratado e utilizando extratos
enzimaticos de outras espécies fungicas (Trichoderma reesei e Aspergillus awamori). O fungo
T. reesei € um dos mais estudados em hidrélises de biomassa lignoceluldsica por possuir
enzimas (exoglucanases, endoglucanases e [B-glicosidases) que promovem uma eficiente
conversdo da biomassa em aculcares fermentesciveis (GOTTSCHALK et al, 2010; FANG;
XIA, 2015; TREEBUPACHATSAKUL et al., 2015). Dessa forma, conclui-se que uma

liberacdo razoavel de acucares redutores totais foi obtida nesse estudo inicial.
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Tabela 3 — Acucares redutores totais (ART) ap6s hidrdlises enzimaticas em cada um dos
experimentos realizados por Planejamento de Composto Central (PPC) (2%).

Experimento Tempo  Temperatura Concentragdo Razéo ART Rendimento®
(horas) (°C) de bagaco (%) °“EAF /°EAN (%) (g/lL)° (%)
1 36 47 2,2 25 2,419 10,997
2 12 47 2,2 75 2,385 10,842
3 24 55 5 93 1,197 2,394
4 36 63 2,2 25 0,912 4,147
5 12 47 2,2 25 6,307 28,668
6 24 55 5 50 1,754 3,509
7 44,63 55 5 50 3,063 6,125
8 24 68,75 5 50 1,495 2,990
9 36 63 7.8 75 1,725 2,212
10 24 55 5 50 2,664 5,328
11 12 47 7,8 75 7,419 9,511
12 12 63 7,8 75 3,976 5,097
13 12 63 7,8 25 3,811 4,886
14 36 63 7,8 25 4,854 6,223
15 24 55 5 50 1,89 3,780
16 12 63 2,2 25 1,984 9,017
17 24 55 0,19 50 0,001 0,046
18 36 47 2,2 75 0,544 2,471
19 12 63 2,2 75 1,591 7,231
20 24 41,25 5 50 6,111 12,223
21 12 47 7,8 25 17,733 22,734
22 36 63 2,2 75 0,982 4,465
23 24 55 9,81 50 7,061 7,196
24 24 55 5 50 3,283 6,566
25 36 47 7,8 75 9,19 11,782
26 3,37 55 5 50 7,283 14,566
27 24 55 5 50 1,347 2,693
28 24 55 5 50 1,791 3,582
29 36 47 7,8 25 21,68 27,795
30 24 55 5 7 9,737 19,474

®EAF: extrato enzimatico bruto de A. fumigatus;
PEAN: extrato enzimatico bruto de A. niger;
°ART: AcUcares redutores totais;
dConcentracéo de g ART/g bagaco x 100;
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5.3.2 Rendimento em monossacarideos e dissacarideos

As concentracGes de monossacarideos e dissacarideos (glicose, xilose, arabinose e
celobiose) foram quantificadas nos hidrolisados do bagaco de cana tratado, a partir de suas
respectivas curvas de calibracdo (Tabela 4). Nesta andlise, a maior liberacéo de glicose (20,18
mg/g de celulose) foi obtida no experimento 16 realizado por 12 horas, a 63 °C, com 2,2 %
de bagaco e proporcdo EAF/EAN de 25/75 %. Para celobiose, o melhor resultado foi no
experimento 6 (4,55 mg/g de celulose). Essa producdo de celobiose sugere que a
despolimerizacgdo da celulose ndo foi completa, indicando ainda a necessidade de otimizar as
variaveis aplicadas no PPC, para aumentar o rendimento em glicose. Para xilose, as condi¢des
aplicadas no experimento 5 (12 horas, 47 °C, 2,2 % de substrato e razdo de extrato EAF/EAN
de 25/75 %) foram as mais interessantes para a producdo desse acgucar (135,59 mg/g de
hemiceluloses). A maior producdo de arabinose foi obtida nos experimentos 11 e 12 (57,10 e
58,01 mg/g de hemiceluloses) também realizados por 12 horas. Esses resultados sugerem que
0 melhor tempo para realizacdo de hidrélise foi de 12 horas.

Moretti et al. (2014) avaliou o pré-tratamento com irradiagdo por micro-ondas no
bagaco de cana-de-agUcar e seu efeito na hidrdlise enzimatica utilizando extrato enzimatico
bruto de Myceliophthora thermophila M.7.7, contendo atividades de endoglucanases, -
glicosidase e xilanase (47,0, 1,0 e 220,0 U/g, respectivamente) e obteve 23,4 mg/g de glicose,
5,1 mg/g de xilose, 2,4 mg/g de arabinose e 0,6 mg/g de celobiose. No presente estudo, uma
liberacdo aproximada de glicose (20,18 mg/g de celulose) foi obtida. Porém, valores mais
altos foram encontrados para xilose, arabinose e celobiose (135,59, 58,01 e 4,55 mg/g de
hemiceluloses e celulose, respectivamente).

Estes resultados mostraram que a hidrolise foi mais eficiente para a despolimerizacdo
da fracdo hemicelul6sica com alto rendimento em xilose e arabinose. As altas atividades de
xilanase e B-xilosidase presentes nos extratos enzimaticos brutos (principalmente no extrato
de A. niger SCBM®6) utilizados nas hidrolises podem justificar a maior eficiéncia na
despolimerizacdo das hemiceluloses. Outro fator que pode ter contribuido para a maior
producdo de pentoses foi a preservacdo da fracdo hemicelulésica no bagaco apds o pré-

tratamento (Tabela 2).
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Tabela 4 — Dissacarideo e monossacarideos liberados nas hidrolises de cada um dos

experimentos realizados por Planejamento de Composto Central (PPC).

AcUcares a partir

Acucares a partir de

Variaveis
da celulose (mg/g) hemiceluloses (mg/g)
Experimento Tempo  Temperatura - Concentragao EAF/ Celobiose Glicose Arabinose  Xilose
(horas) (°C) de [bagago](%) EAN (%)
1 36 47 2,2 25 1,956 4,467 0 88,435
2 12 47 2,2 75 0,062 1,992 1,563 128,963
3 24 55 5 93 3,933 0,037 0 9,118
4 36 63 2,2 25 0,040 0,305 0,061 39,491
5 12 47 2,2 25 0,252 7,592 8,71 135,598
6 24 55 5 50 4555 0611 0 1445
7 44,63 55 5 50 2,466 0,049 0 12,331
8 24 68,75 5 50 0 0 0 6,637
9 36 63 7,8 75 0,023 0,093 0 23,348
10 24 55 5 50 2,876 0,140 0 0,000
11 12 47 7,8 75 2,995 0,606 57,10 66,666
12 12 63 7,8 75 0,601 0,075 58,010 62,694
13 12 63 7,8 25 3,232 0,991 15,856 0
14 36 63 7,8 25 3,698 0,684 3,140 1,442
15 24 55 5 50 3,044 5,405 0 1,258
16 12 63 2,2 25 0,212 20,186 0 0,204
17 24 55 0,19 50 0112 2,287 0 1,343
18 36 47 2,2 75 0,000 1 0 0,337
19 12 63 2,2 75 2,997 9,514 0 0,114
20 24 41,25 5 50 0 0 0 0,050
21 12 47 7,8 25 1,024 1,276 0 47,421
22 36 63 2,2 75 1,889 0,241 0 22,009
23 24 55 9,81 50 2,979 0,721 0 12,654
24 24 55 5 50 3,536 0,058 0 0
25 36 47 7,8 75 2,440 4,439 0 1,132
26 3,37 55 5 50 2 0 0 34,538
27 24 55 5 50 2,869 1,482 0 0
28 24 55 5 50 3,196 2,905 0 0
29 36 47 7,8 25 2 0 0 0
30 24 55 5 7 0 1 0 0
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5.3.3 Avaliacdo do rendimento em xilose e glicose por Superficie de Resposta

Vaérios estudos tém utilizado métodos de Superficie de Resposta para avaliar diferentes
condicdes de hidrélises, com o objetivo de se obter um maximo rendimento em
monossacarideos ao final dos processos de sacarificacdo enzimatica de biomassas
lignocelulodsicas. No entanto, atualmente a maioria dos trabalhos tem sido realizada com a
utilizacdo de coquetéis de enzimas comerciais (CESARIO et al., 2014; BATALHA et al.,
2015; COTANA et al.,, 2015; RAMOS et al., 2015). Rabelo et al. (2014) utilizou um
planejamento composto central para avaliar as varidveis tempo e temperatura na sacarificagéo
do bagaco de cana pré-tratado com peroxido de hidrogénio alcalino. Como extrato enzimético
utilizou celulase comercial de Trichoderma reesei ATCC 26921 e p-glicosidase de
Aspergillus niger (Sigma) e alcancou um alto rendimento em glicose (92%) apds a
otimizacdo das hidrolises. No presente estudo, os gréaficos de superficie de resposta foram
construidos a partir da relacdo entre as varidveis estudadas e o rendimento em
monossacarideos (glicose e xilose) ao final de cada hidrolise (Figuras 17 e 18). O rendimento

(%) foi calculado a partir da equacéo abaixo:

Rendimento (%) = (mg de glicose ou xilose / g de celulose ou g de hemiceluloses) x 100

De acordo com cada variavel aplicada, foram indicadas possiveis condi¢cdes para
melhorar os resultados de futuras hidrolises (Tabela 8). Considerando apenas o rendimento
em glicose, as faixas mais realgadas foram: tempo de 1 a 12 horas, temperatura de 40 a 50 °C,
concentracdo de bagaco de até 2 % e razdo de extratos enzimaticos EAF/EAN de 25/75 %.
Esses valores foram selecionados objetivando maior rendimento em acgucares, principalmente
glicose, utilizando condi¢des que possibilitem reducdo no custo do processo, tais como:
menor tempo de hidrdlise, menor gasto de energia (ensaios em baixas temperaturas) e
utilizacdo de extratos enzimaticos brutos produzidos por FES.

Rendimentos satisfatorios em monossacarideos foram obtidos em outros estudos de
sacarificacBes enzimaticas otimizadas por Superficie de Resposta. Zhang e Wu (2014)
obtiveram 38,5 gramas de glicose em 100 gramas de bagaco de cana, utilizando celulase
comercial. Rabelo et al. (2011) aplicou o método de Superficie de Resposta para otimizar as
hidrélises enzimaticas e obteve 374 mg de glicose por grama de bagago (pelo método de
Glicose GOD-PAP).
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Um estudo realizado por Zimbardi (2014) avaliou a hidrolise enzimética em palha de
cana-de-agUcar in natura, utilizando coquetéis enziméticos de trés espécies flngicas
Colletotrichum graminicola, Pycnoporus sanguineus e T. reesei. A partir da otimizacdo das
variaveis através da metodologia de superficie de resposta obteve um rendimento em ART de

52,3% e de 41,4% em glicose, comprovando assim a eficiéncia do método.
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Figura 17: Superficie de resposta para rendimento de xilose (%) obtido a partir da relacdo
entre as variaveis: A: temperatura e tempo; B: concentracdo de bagaco e tempo; C: razdo

EAF/EAN x tempo; D: concentracdo de bagaco x temperatura; E: razdo EAF/EAN X
temperatura; F: razdo EAF/EAN X concentracdo de bagaco.
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Figura 18: Superficie de resposta do rendimento de glicose (%) obtido a partir da relagdo entre
as variaveis: A: temperatura x tempo; B: concentragdo bagaco x tempo; C: razdo EAF/EAN x

tempo; D: concentracdo bagaco e temperatura; E: razdo EAF/EAN x temperatura; F: razéo
EAF/EAN x concentracao de bagaco.
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5.4 Influéncia do pH e temperatura na atividade da f-glicosidase

O pH e a temperatura sao variaveis importantes no processo de hidrolise e podem ser
fatores determinantes para um bom rendimento em acucares redutores no final da
sacarificacdo. AlteragOes nos valores de pH, por exemplo, podem influenciar no rendimento
de acucares fermentesciveis, uma vez que as enzimas contidas nos extratos podem ter suas
atividades reduzidas em fungdo de desnaturacdo protéica (NELSON; COX, 2014). Como €
sabido, flutuacbes de pH podem ocasionar alteracbes nas cargas liquidas dos residuos de
aminoécidos que compdem a estrutura tridimensional de uma enzima, alterando sua
conformacdo nativa e consequentemente, sua atividade (NELSON; COX, 2014).

Dessa forma, com o objetivo de melhorar a eficiéncia na hidrolise enzimatica, 0s
extratos enzimaticos brutos produzidos por FES foram caracterizados quanto ao pH 6timo e
temperatura 6tima para a enzima B-glicosidase. Além disso, a estabilidade da B-glicosidase
frente a diferentes valores de pH e temperatura também foi avaliada. Para a B-glicosidase
presente no extrato EAN o pH 6timo foi 4,5 e para EAF a atividade 6tima foi no pH 5,0
(Figura 19). A temperatura étima obtida para B-glicosidase foi a 65 °C para EAN e a 70 °C
para EAF (Figura 20).

Figura 19 — pH otimo para a enzima B-glicosidase nos extratos EAN e EAF (extrato

enzimatico bruto produzido por A. niger e A. fumigatus, respectivamente).
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Figura 20 — Temperatura 6tima para enzima -glicosidase nos extratos EAN (A. niger) e EAF

(A. fumigatus).
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Quanto a estabilidade da p-glicosidase em diferentes pHs, ambos o0s extratos
enzimaticos mantiveram uma atividade residual relativamente constante entre os pHs 3,5 e
7,0, reduzindo drasticamente acima deste valor (Figura 21). A termoestabilidade da enzima
em diferentes temperaturas apos incubacdo por 1 hora foi estudada nas condi¢des 6timas de
pH e temperatura previamente determinados (Figura 22). Observou-se que apés esse periodo
de incubagdo, a atividade residual maxima ficou entre as temperaturas de 30 e 50 °C.
Posteriormente, uma segunda analise foi realizada fixando-se a temperatura em 50 °C e
variando o tempo. Nesta analise, a maior atividade residual foi observada apds incubacdo
entre 8 e 12 horas para a -glicosidase obtida de ambos os extratos (Figura 23).

A maioria das enzimas microbianas apresenta melhor desempenho em temperaturas
que variam de 30 a 70 °C, sendo que poucas resistem a temperaturas elevadas por muito
tempo (NELSON; COX, 2014). Dessa forma, estudos de termoestabilidade sdo importantes,
principalmente para aplicagdo em processos industriais onde podem ocorrer oscilagfes na
temperatura (MORETT]I; 2012). Neste estudo, a atividade residual da -glicosidase de ambos
0S extratos enzimaticos reduziu consideravelmente em temperaturas superiores a 50 °C,

indicando que em novos processos de hidrolise devemos utilizar temperaturas mais baixas.
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Figura 21 — pH de estabilidade da enzima B-glicosidase nos extratos EAN (A. niger) e EAF
(A. fumigatus).
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Figura 22 — Termoestabilidade da enzima B-glicosidase nos extratos EAN (A. niger) e EAF

(A. fumigatus) ap6s 1 hora de incubagao.
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Figura 23 — Avaliacdo da atividade residual da B-glicosidase nos extratos EAN (A. niger) e

EAF (A. fumigatus) na temperatura de 50 °C.
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5.5 Hidrdlises utilizando enzima comercial e extratos enzimaticos concentrados

A partir dos resultados obtidos pela metodologia de superficie de resposta e da andlise
do efeito do pH e temperatura sobre a estabilidade da (3-glicosidase nos extratos, duas novas
hidrolises foram realizadas com extratos concentrados ou com enzima comercial nas
condicdes indicadas: temperatura fixada em 45 °C, 2,2% de bagaco pré-tratado, tempo de 12
horas, razdo de extratos enziméaticos EAF/EAN de 25/75 % e tamp&o no pH 4.5.

Na hidrolise realizada com extrato bruto concentrado foram obtidos 6,57 g/L em ART,
com um rendimento de 29,89%. Na hidrolise realizada com enzima comercial, obteve-se
33,82 g/L de ART e um rendimento de 153,76%. Apds a analise cromatogréafica, apenas dois
monossacarideos (xilose e arabinose) foram liberados ap6s hidrdlise realizada com extratos
enzimaticos concentrados (Figura 24). No entanto, essas pentoses foram obtidas em grandes
quantidades. Observou-se ainda que o pH e a temperatura aplicados nas hidrolises ndo foram
fatores determinantes no rendimento em monossacarideos, pois obteve-se altos valores de
xilose e arabinose no final do processo. Dessa forma, a principal limitagcdo continua sendo a

baixa conversdo de celulose em glicose.
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Além disso, observou-se que ndo houve diferenca significativa no rendimento (%) e na
concentracdo (g/L) de ART entre o melhor resultado obtido nas primeiras hidrdlises
(28,66%) e o obtido apo6s a concentracdo dos extratos brutos (29,89%). Portanto, outro fator
esta limitando a agdo da PB-glicosidase e consequentemente, a liberacdo de glicose. Uma
possivel explicacdo seria que, provavelmente, a B-glicosidase pode ter sido adsorvida pela
lignina residual no bagaco tratado. A “adsor¢do improdutiva” pode ocorrer quando as enzimas
do complexo celulolitico, ao invés de se ligarem a celulose, se ligam a outras superficies
como a da lignina, diminuindo assim a quantidade de enzimas disponiveis para a sacarificacao
enzimatica do residuo (SIQUEIRA, 2015).

Figura 24 — Monossacarideos liberados apos hidrdlises realizadas com extrato de enzima

comercial (ExC) (Celic Ctec 3) e extratos enzimaticos concentrados (ExBC).
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Siqueira, 2015 avaliou o efeito da lignina residual no bagago de cana-de-agucar pré-
tratado na hidrélise da celulose com enzimas comerciais e observou que apds o pré-tratamento
do bagaco com NaOH, a capacidade adsortiva da lignina aumentou, reduzindo assim o

rendimento de agucares ap6s a hidrolise. No entanto, quando o referido autor utilizou uma
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combinacdo de pré-tratamentos (exploséo a vapor e Na2SO3/NaOH), uma maior solubilizacdo
da celulose foi obtida.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo e com base em dados da literatura,
visando uma melhor conversdao da celulose em acucares fermentesciveis, principalmente
glicose, sugere-se um novo estudo avaliando a associacdo de diferentes pré-tratamentos para
uma maior remocdo da lignina e da hemicelulose. Em seguida, a eficiéncia da hidrdlise

enzimatica deve ser analisada em temperaturas mais brandas e em menor tempo.
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CONCLUSOES

A fermentagdo em estado solido (FES) foi eficaz na produgédo de enzimas, obtendo-se
altas concentracGes de [-glicosidase (78,47 U/g pela linhagem de A. fumigatus
SCBM6 e 73,0 U/g pela linhagem A. niger SCBM1), B-xilosidase (78,0 U/g por A.
niger SCBML1) e xilanase (1774,50 U/g por A. fumigatus SCBM6 e 3289,58 U/g por
A. niger SCBM1).

A caracterizacdo da enzima B-glicosidase nos extratos brutos de ambas as linhagens
fangicas (EAF e EAN) em relacdo ao pH e a temperatura mostrou que ambas as
enzimas apresentam pH Otimo 4&cido, temperaturas 6timas elevadas e ampla
estabilidade em diferentes valores de pH. Porém, ambas foram sensiveis a altas
temperaturas, com reducao expressiva de suas atividades apos incubacdo em diferentes
periodos, sugerindo que tal reducdo pode prejudicar a conversdao da biomassa
lignoceluldsica em agucares fermentesciveis e que as hidrdlises devem ser realizadas
em temperaturas mais amenas.

O pré-tratamento alcalino foi eficiente na remoc&o de lignina, na preservacao da fragdo
polissacaridica (celulose e hemiceluloses) e no aumento da porosidade das fibras do
bagaco de cana-de-acUcar. Porém, ndo removeu a quantidade de lignina necessaria
para permitir uma alta conversdo de glicose.

As hidrdlises apresentaram bom rendimento em acucares redutores totais (ART)
(28,66 %), moderada concentracdo de xilose e arabinose (135,59 mg e 58,10 mg por
grama de hemiceluloses, respectivamente) e baixa liberacdo de glicose (20,18 mg/g de
celulose), sugerindo que os extratos enzimaticos utilizados foram mais eficientes na
despolimerizacao da fracdo hemicelulésica.

Na hidrolise com extratos enzimaticos concentrados, o rendimento em ART ndo
diferiu das primeiras analises, aumentando discretamente (29,89%). Porém, as
concentracdes dos monossacarideos xilose e arabinose aumentaram consideravelmente
(694,45 mg/g e 4715,01 mg/g de hemicelulose).

A metodologia de Superficie de Resposta indicou as melhores condigdes para
aplicacdo em experimentos futuros de hidrdlise com o objetivo de aumentar o
rendimento em glicose (12 horas, 40 - 50 °C, concentracdo de bagaco de até 2 % e
razdo de 25 / 75 % para os extratos EAF / EAF), para sua posterior utilizacdo na
producéo de etanol de segunda geracéo.
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