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Resumo
A busca por fontes de energias renovaveis vém ganhando cada vez mais importancia, pois,
com a eminente escassez dos combustiveis fosseis, que sdo as principais fontes energéticas
utilizadas mundialmente e a0 mesmo tempo com os problemas ambientais causados por esses
combustiveis, o etanol de segunda geracdo (2G) surge como uma alternativa de energia
renovavel ja que € obtido a partir de biomassa lignocelulésica. Entretanto, as tecnologias para
a conversdo desta biomassa em acUcares fermentaveis ainda possuem fatores limitantes. Um
dos grandes problemas do processo de obtencdo do etanol 2G esta relacionado ao custo das
enzimas celuloliticas. Sendo assim, desenvolver estratégias para a recuperacao dessas enzimas
€ necessario para assegurar a viabilidade econémica do processo de conversao de biomassa.
Diversas técnicas estdo sendo estudadas e colocadas em pratica para promover a recuperacao,
reciclagem e imobilizacdo enzimatica. Entretanto, nenhuma das metodologias utilizadas
demonstram, de maneira geral, alta eficiéncia, custo baixo, rapidez e manutencao da atividade
enzimatica. A partir da lignina, subproduto da indUstria de papel e celulose, pode-se sintetizar
o lignocresol. Este, apresenta grandes expectativas de interacdo enzimatica uma vez que
apresenta caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a adsorcdo. Frente a isto, propusemos a
producdo deste composto para promover a intera¢cdo com enzimas para promover recuperacao
enzimatica. A sintese de lignocresol, oriundo da lignina Kraft de Pinus spp., foi feita pela
adaptacdo a metodologia do sistema de separacao de fases. Nesse processo, mais especificamente
na primeira fase, a madeira é solvatada com o p-cresol (derivado do fenol) para evitar o ataque do
acido concentrado a lignina e assim ela ndo se dissolver. Desse modo, apenas os carboidratos séo
dissolvidos pelo acido concentrado na segunda fase. Para obtencdo do complexo, foram realizadas
duas suspens0es de lignocresol em tampao citrato de sédio (50 mM), ambas com concentracdo
fixa 10 mg/mL. Ensaios de adsor¢do foram realizados entre o lignocresol e (-glicosidases
(TpBgll e TpBgl3), e o coquetel enzimatico Cellic Ctec 3 (Novozymes). Em relacdo a adsor¢édo
das B-glicosidases, os resultados encontrados demonstram grande adsorcdo (100-90%) do
lignocresol para com TpBgll e TpBgl3, em concentragdes inferiores a 0,25 e 0,40 mg/mL,
respectivamente. Ensaios de adsorcéo utilizando somente a lignina apresentaram resultados
muito inferiores aos de lignocresol, comparados também em concentracfes inferiores como
demonstradas anteriormente, sendo ausente adsorgéo de lignina & TpBgl1 e adsorcéo de lignina
a TpBgl3 de 70-50%. Os ensaios de ELS, demonstraram que lignocresol e lignina apresentam



potencial-zeta (mV) negativo entre a faixa de pH 4-7. Vale ressaltar que, entre o pH 5-7, o
lignocresol apresenta valores maiores negativamente se comparado a lignina. A adsor¢éo do
lignocresol proveniente da lignina Kraft com o coquetel Cellic Ctec 3 foi eficiente, a celulase
foi efetivamente imobilizada pelo lignocresol. O desempenho da hidrélise enzimatica de
celulases imobilizadas em lignocresol € de aproximadamente 33% em relacéo ao da celulase
livre na converséo de agucares. A celulase manteve uma atividade residual ap6s a adsor¢do em
lignocresol. A estabilidade do complexo celulase de lignocresol também foi testada e a
atividade foi mantida a partir da formacdo do complexo. Portanto, todos estes resultados
mostram boa adsor¢do do lignocresol as enzimas, demonstrando que o lignocresol pode ser
utilizado como suporte para recuperagdo enzimatica, sendo uma alternativa para reducdo dos

custos na producéo de etanol 2G.

Palavras-Chave: Recuperacdo enzimatica. Lignina.Lignocresol. Enzimas.



Abstract

The search for renewable energy sources is gaining increasing importance because, with the
imminent shortage of fossil fuels, which are the main energy sources used worldwide and at the
same time with the environmental problems caused by these fuels, second-generation ethanol
(2G) arises as a renewable energy alternative since it is obtained from lignocellulosic biomass.
However, the technologies for the conversion of this biomass to fermentable sugars still have
limiting factors. One of the major problems in the process of obtaining 2G ethanol is related to
the cost of cellulolytic enzymes. Thus, developing strategies for the recovery of these enzymes
IS necessary to ensure the economic viability of the biomass conversion process. Several
techniques are being studied and put into practice to promote recovery, recycling, and
enzymatic immobilization. However, none of the methodologies used shows, in general, high
efficiency, low cost, fastness and maintenance of the enzymatic activity. From lignin, a
byproduct of the pulp and paper industry, lignocresol can be synthesized. This one presents
high expectations of enzymatic interaction since it presents physicochemical characteristics
favorable to the adsorption. In view of this, we proposed the production of this compound to
promote interaction with enzymes to promote enzymatic recovery. The lignocresol synthesis
from Pinus spp. Kraft lignin was made by adapting to the phase separation system methodology.
In this process, more specifically in the first step, the wood is solvated with the p-cresol (phenol
derivative) to avoid the attack of the concentrated acid on the lignin and so it does not dissolve.
Thus, only the carbohydrates are dissolved by the acid concentration in the second phase. To
obtain the complex, two lignocresol suspensions were made in sodium citrate buffer (50 mM),
both with fixed concentration 10 mg / mL. Adsorption assays were performed between
lignocresol and B-glycosidases (TpBgll and TpBgl3), and the enzymatic cocktail Cellic Ctec 3
(Novozymes). Regarding the adsorption of the B-glycosidases, the results showed high
adsorption (100-90%) of lignocresol to TpBgll and TpBgl3, at concentrations below 0.25 and
0.40 mg / mL, respectively. Adsorption tests using lignin alone showed much lower results than
lignocresol, also compared at lower concentrations as demonstrated previously, absent
adsorption of lignin to TpBgl1 and adsorption of lignin to TpBgl3 of 70-50%. The ELS tests

showed that lignocresol and lignin present negative zeta potential (mV) between pH range 4-7.



It is worth mentioning that, between pH 5-7, lignocresol presents higher values negatively when
compared to lignin. The adsorption of lignocresol from Kraft lignin with Cellic Ctec 3 cocktail
was efficient, cellulase was effectively immobilized by lignocresol. The performance of the
enzymatic hydrolysis of immobilized cellulases in lignocresol is approximately 33% in relation
to that of free cellulase in the conversion of sugars. Cellulase was active even after adsorption
on lignocresol. The stability of the lignocresol cellulase complex was also tested and activity
was maintained from the complex formation. Therefore, all these results show good adsorption
of lignocresol to the enzymes, demonstrating that lignocresol can be used as support for

enzymatic recovery, being an alternative to reduce costs in the production of 2G ethanol.

Keywords: Enzymatic Recycling:Lignin:Lignocresol; Enzymes
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Estrutura da Tese

A tese foi dividida em cinco capitulos, sendo:

Capitulo 1 - Considerac6es Gerais: Contendo a revisao bibliografica, a

introducao e os objetivos gerais e especificos de todo o trabalho;

Capitulo 2 — Capacidade de adsorc¢do de p-glicosidases em lignocresol visando a
reciclagem enzimatica em etanol 2G: Teve como objetivo a sintese de lignocresol a
partir da lignina obtida do licor negro proveniente de Pinus spp, para promogéo da
adsor¢@o enzimatica entre o lignocresol e B-glucosidades da familia GH1(TpBgll e
TpBgl3), para a formacdo de um complexo lignocresol-enzima, visando a reciclagem
enzimatica na producéo de etanol 2G.

Capitulo 3 - Capacidade de Adsorc¢ao e Funcionalidade de Celulases adsorvidas
em Lignocresol: Teve como objetivo o estudo entre a adsorcao do lignocresol com o
complexo enzimatico Cellic Ctec 3. Verficamos a adsor¢do das enzimas ao lignocreol
e atividade enzimética do complexo lignocresol-celulases.

Capitulo 4- Avaliacdo da capacidade de adsorcao de lignocresol proveniente de
bagaco de cana-de-acucar.Referente ao periodo sanduiche realizado no Laboratory of
Renewable Resources Engineering (LORRE) — Purdue University, sob a orientacdo do
Prof. Dr. Michael Ladisch e Prof. Dr. Eduardo Ximenes.

Capitulo 5 — Conclus6es Finais.



Capitulo 1

Consideracoes Gerais
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1.Introducéo

Com os avancos industriais e aumento da populacéo, o consumo de energia no mundo
vem aumentando continuamente. Sendo assim, o uso indiscriminado de combustiveis fosseis,
como petrdleo e carvao, poderd futuramente se esgotar. Com isso, existe uma necessidade de
utilizacdo de fontes de energia sustentaveis. Os produtos lignoceluldsicos, como biomassa de
plantas, sdo recursos potenciais para a substituicdo desses combustiveis. Nos ultimos anos,
observa-se um crescente interesse na utilizacdo de material lignocelulésico como fonte de
energia renovavel, como o etanol de segunda geracdo (2G), por exemplo (NAGAMATSU,;
FUNOAKA, 2003). Os materiais lignocelul6sicos sdo predominantemente compostos por
lignina, celulose e hemiceluloses.

O material lignoceluldsico € bastante vantajoso pois além de ser uma fonte de energia
renovavel, e favoravel para o meio ambiente , ndo é utilizado para a alimentacdo humana, ou
seja , ndo compete com a agricultura voltada para esta finalidade, e pode ser encontrado em
grandes quantidades , como em residuos agricolas e florestais e a baixo custo ( SANTIAGO &
RODRIGUES, 2017; GHATAK, 2011).

Porém esse material tem uma estrutura complexa e compacta e precisa de pré-
tratamentos que auxiliam principalmente na retirada da lignina e hemicelulose, permitindo a
diminuicdo da cristalinidade e aumento da porosidade do material, permitindo que a celulose
se torne apta a hidrolise enzimatica (UNICA, 2017).

Existem duas principais vias pelas quais é possivel quebrar as ligagdes da celulose, sdo
hidrélise acida e a enzimatica. Os processos acidos sdo eficientes e mais baratos mas geram
varios subprodutos indesejaveis . Essa desvantagem ocorre pela degradacédo de uma parte da
glicose, da fracdo hemicelulésica e da lignina, além disso, em alguns casos, € necessario o0 uso
de altas temperaturas e/ou pressdes (RABELO, 2007; PEREIRA, 2019).

Sendo assim, hidrélise enzimética € um processo promissor para a bioconversdo do
material lignoceluldsico pois proporciona maiores rendimentos e é feita a pressdo ambiente,
sem formagé&o de subprodutos inibidores da fermentagédo (RABELO, 2007).

No entanto, mesmo com esse processo sendo favoravel economicamente ainda existem
algumas limitacGes econémicas e tecnoldgicas, como o alto custo das enzimas utilizadas na
converséo da biomassa em acgucares fermentesciveis (FLORENCIO et al., 2017).

As enzimas chamadas de celulases ou enzimas celuloliticas, que sdo , Endo-1,4-beta-D-
glucanase (E.C.3.2.1.4), Exo-1,4-beta-D-glucanase (E.C.3.2.1.176) ,Exo-1,4-beta-D-
glucanase (E.C.3.2.1.91) e B-glucosidase (E.C.3.2.1.21) hidrolisam o material lignocelulosico

agindo sinergicamente no polimero de celulose e sdo produzidas geralmente por uma grande
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variedade de bactérias, fungos, anaerobios e aerobios, mesdéfilos e termdfilos via fermentagéo
submersa (SmF) (FLORENCIO et al., 2017; JUTURU, WU et al., 2014). Porém, alguns
parametros devem ser considerados. Como tipo e concentracdo de fontes de carbono,
nitrogénio e fosforo, pH, umidade e temperatura pois representam variaveis operacionais
determinantes no processo de fermentacdo (SINGHANIA et. al., 2010). Recentemente,
empresas estdo desenvolvendo processos de obtencdo de celulases a partir de organismos
geneticamente modificados (OGMSs), mas o0 processo de desenvolvimento ainda estd em escala
de bancada devido ao alto custo de producdo (BHALLA et al., 2013; SRIVASTAVA et al.,
2018).

Assim, diversos estudos tém buscado alternativas para diminuir os custos desses
biocatalizadores. O uso de técnicas para a reutilizacdo das celulases é interessante porque
possibilita 0 reuso das enzimas, e como consequéncia diminui os custos do processo de
obtencdo dos agUcares fermentesciveis. Existem varias técnicas sendo propostas, uma das mais
utilizadas industrialmente para este fim consiste, de modo geral, em separa¢do de membrana,
cujo processo pode ser por micro-filtracdo, ultra-filtracdo, nano-filtracdo e osmose reversa
(SZEPAL et al., 2013). Entretanto, segundo Echavarria et al. (2012), um dos principais
problemas nas aplicagdes praticas da filtragdo por membrana é a redugdo do fluxo de
permeado ao longo do tempo, causada pelo acimulo de componentes na estrutura porosa da
membrana, interacdo quimica entre solutos e material de membrana e crescimento bacteriano.
Estes empecilhos levam a uma queda no fluxo através da membrana, tornando o processo de
recuperacdo ineficiente em certos momentos. A aplicacdo de metodologias por HPLC também
consiste em praticas para promover a recuperagdo enzimatica, mas, notoriamente, representam
um processo custoso e demorado (HEROLD et al., 1991).

Sendo assim, uma alternativa proposta para solucionar esse problema consiste no
desenvolvimento de uma metodologia a partir do material lignocelulésico. Esse material € um
recurso importante para a biorrefinaria de combustiveis, produtos quimicos e materiais de base
bioldgica (GANDLA et al., 2018). As matérias-primas do material lignocelulésico incluem
culturas energéticas, madeira e residuos agricolas (palha de cana, palha de milho, bagago de
cana, mandioca, etc.) (MENG & RAGAUSKAS, 2014).

Dos trés macrocomponentes lignocelulésicos, celulose, hemiceluloses, a lignina € um
ponto limitante na sacarificagdo enzimatica da celulose, pois diminui a acessibilidade das
enzimas hidroliticas as fibras celuldsicas (PALONEN et al., 2004; AKIMKULOVA et al.,

2016; QIN et al., 2016). Esse processo chamado adsorcdo improdutiva, ocorre por
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hidrofobicidade, ligacdo eletrostatica ou ligacdo de hidrogénio (NAKAGAME et al.,2011; LOU
etal., 2013).

Entretanto, podemos utilizar a adsor¢do improdutiva como um ponto positivo,
principalmente, pela elevada afinidade com biopolimeros, devido ao seu carater hidrofdbico,
que consegue se ligar a essas enzimas (NAGAMATSU; FUNAOKA, 2003). A partir de lignina,
pode-se obter o lignocresol, que é composto por unidades de 1,1-bis(aril)propano, que preserva
caracteristicas da lignina (MIKAME; FUNAOKA, 2006). Este composto é sintetizado
utilizando o sistema de separacéo de fases, que consiste basicamente na utilizacdo de um &cido
concentrado e um derivado de fenol (FUNAOKA; ABE, 1989; FUNAOKA et al., 1995;
FUNAOKA, 1998; NAGAMATSU e FUNAOKA, 2003; FUNAOKA, 2013).

O lignocresol se torna uma alternativa para contornar tais problematicas, pois possuli
alta capacidade de adsorver enzimas, se tornando um método promissor para a diminuicdo dos
custos na producéo de etanol 2G (FUNAOKA; ABE, 1989; FUNAOKA,1998).

Dessa forma este trabalho procurou estudar a adsorc¢do do lignocresol proveniente da
lignina Kraft sobre B-glicosidases purificadas e celulases de um dos principais coquetéis
enzimaticos comerciais utilizados no processo de hidrélise do material lignocelulésico e
verificar a capacidade de adsorcdo e funcionalidade dessas enzimas ap0s a interacdo com o
lignocresol.

2. Objetivos
Sintetizar uma solucédo de lignocresol, que possui alta afinidade com enzimas, a partir
do liquor negro proveniente de Pinus spp. € promover uma adsor¢do enzimatica entre o

lignocresol e celulases, visando a recuperacdo enzimatica na producdo de etanol 2G.

2.2 Objetivos especificos

e Obter lignocresol através do método de separacao de fases;

e Avaliara interacao entre o lignocresol e B-glicosidases (TpBgl1 e TpBgl3) de Thermotoga
petrophila;

e Avaliar a interagdo entre o lignocresol e do coquetel enzimético Cellic CTec3;

e Verificar possiveis diferencas na adsorcao do lignocresol e de lignina ndo modificada com
as B-glicosidases (TpBgll e TpBgl3);

e Pesquisar possiveis diferencas na adsorcdo do lignocresol e de lignina ndo modificada

e do coquetel enzimatico Cellic CTec3;
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e Avaliar possiveis efeitos inibitorios de glicose no meio reacional sobre a adsorcao das
B-glicosidases (TpBgll e TpBgl3) no lignocresol;

e Avaliar a atividade enzimatica do complexo lignocresol- B-glicosidases;

e Investigar a estabilidade do complexo lignocresol-celulases;

e Avaliar a sacarificacdo enzimatica do complexo lignocresol-celulases.

3. Revisdo de Literatura

3.1. Material lignoceluldsico

Todo recurso renovavel proveniente da matéria organica, vegetal ou animal é definido
como biomassa, e é utilizada para producdo de energia e produtos quimicos.. A biomassa
lignocelulésica consiste principalmente de celulose, hemiceluloses, lignina e algumas
quantidades menores de pectina, cinzas, proteinas e extrativos (Figura 1). Porém a composicao
ndo é exata, ja que depende do material botanico de origem, das condi¢des de crescimento, da
parte da planta escolhida, da idade de colheita, entre outras circunstancias (RAGAUSKAS et
al., 2014; SCHELLER; ULVSKOV,2010; SANTOS et al., 2012).
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Figura 1. Esquema da composi¢ao do material lignoceluldsico (Adaptado de Volynets et al.,2017)
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A celulose é o principal constituinte do material lignocelulésico, é um polissacarideo
que consiste em uma cadeia linear de D-glicose ligada por ligagdes B- (1,4) -glicosidicas entre
si. Fibras de celulose séo ligadas umas as outras por de ligacGes de hidrogénio intra e
intermoleculares (FENGEL; WEGENER,1989). Portanto, a celulose € insolivel em &gua e a
maioria dos solventes organicos (Figura 1) (CIOLACU et al.,2011).

Hemiceluloses, estdo localizadas nas paredes celulares secundérias, sao
macromoléculas ramificadas heterogéneas contendo pentoses (B-Dxilose, a-L-arabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D galactose) e / ou acidos urdnicos (acidos a-D-
glucurdnico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-galactur6nico). Outros agUcares como
ramnose e fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades, e, 0S grupos
hidroxil dos aclcares podem ser substituidos por grupos acetil (XIAO et al., 2001), que sao
relativamente faceis de hidrolisar por causa da sua estrutura amorfa e ramificada assim além de
apresentar peso molecular mais baixo (Figura 1) (FENGEL& WEGENER,1989).

Lignina é uma macromolécula aromética sintetizada a partir de precursores
fenilpropandides (CHUNDAWAT et al.,2011). Geralmente, a lignina esta distribuida junto
com as hemiceluloses no espaco entre as microfibrilas de celulose em ambas as paredes
celulares, priméria e secundaria, e na lamela média, para adesdo celular (ERIKSSON &
BERMEK, 2009). Essa estrutura aromatica, muito estavel, € um grande obstaculo para a
hidrdlise enzimatica da lignocelulose (PRASAD et al., 2007; KO et al., 2009). A lignina forma
um bloqueio de protecdo em torno da celulose e da hemicelulose, protegendo esses
polissacarideos da degradacédo enzimatica (DAWSON & BOOPATHY, 2007; LI et al., 2009).

Estudos recentes estdo focando no uso de lignina para fins especificos. E possivel ter
uma variedade de produtos feitos com lignina, como por exemplo, na industria de
fertilizantes, na construcdo civil, que é utilizada como aditivos de concreto e na area médica.
Essa macromolécula também ¢é utilizada na industria alimenticia. Sendo utilizada em
embalagens de alimento de contato e nos tratamentos de couro, devido sua capacidade de
retardar o crescimento bacteriano. (SANTOS, 2011; JOHNSON et al., 2005; TEN &
VERMERRIS,2015).

3.2. Lignina
Lignina ¢ uma macromolécula tridimensional amorfa ndo polissacaridica encontrada
associada com fibras de celulose e hemiceluloses na parede celular das plantas. A estrutura da

lignina é formada por compostos de unidades de p-propilfenol, com subunidades metoxila no
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anel aromatico e unidas por ligaces tridimensionais C-O-C e C-C. E formada por trés
diferentes precursores de monémeros fendlicos tais como, alcoois cumarilico (p-hidroxifenil
“H”), coniferilico (guaiacil “G”) e sinapilico (siringil “S”) (LEWIS ;YAMAMOTO, 1990; SUN

et al., 2003), como demostrados na Figura 2.
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Figura 2. Monomeros fendlicos (unidades de fenilpropeno) precursores da lignina. (Barbosa et al.,2008).

As ligninas podem se diferenciar de acordo com sua estrutura. Em coniferas, por
exemplo, contém quase em seu total derivados de alcool coniferilico. A lignina de folhosas tem
estrutura a partir dos alcoois coniferilico e sinapilico, e a lignina de gramineas, apresenta 0s
trés precursores em sua estrutura (BURANOV& MAZZA, 2008; HENRIKSSON, 2009). Cada
espécie tem seu tipo de lignina ou até mesmo dentro de uma mesma espécie pode ocorrer
variagdo. Em estudos feitos com eucaliptos cultivados na Europa e no Brasil foram
encontradas diferencas na constituicdo de suas ligninas, que pode ser explicado pelas
diferengas climaticas e de solo, e pode ocorrer diferengas também pelo método de extracéo
isolado das paredes celulares (MORAIS 1987, 1992).

A lignina possui diversas fungdes nos vegetais, entre elas proporciona resisténcia e
rigidez na parede celular, protege as celulas da acdo de enzimas hidroliticas advindas de
patdgenos e saprofitos e de varias outras condi¢Bes de estresse ambiental. Devido ao carater
hidrofobico, as ligninas atuam no transporte interno de agua, nutrientes e metabdlitos por evitar
a permeabilidade de agua dos tecidos condutores do xilema (CONESA et al., 2002; ZHAO et
al.,2012; SHARMA et al.,2012).
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A lignina, apresenta também a capacidade adsortiva de enzimas, sendo assim durante
a hidrolise enzimética faz com que as celulases se liguem a ela, expondo o seu ndcleo
hidrofobico e assim as inativando, levando a um efeito denominado adsor¢éo improdutiva, que

ocorre entre estas enzimas e a estrutura aromatica da lignina (ECKARD et al., 2013).

3.2.1 Adsorc¢éao improdutiva

A adsorcdo improdutiva é considerada um importante mecanismo, que prejudica o
processo da degradacdo enzimatica da celulose (LIU et al., 2016;). Estudos mostram a
adsorcdo de celulases em lignina isolada a partir de Vvérios tipos de biomassa, como a palha de
milho, por exemplo, que adsorve menos celulases que a lignina de madeiras, tanto de coniferas
guanto de folhosas. 1sso se deve ao fato de que as ligninas podem se diferenciar pelos conteddos
de unidades G (guaiacila), S (siringila) e H (hidroxifenila) e assim apresentam diferentes
capacidades de adsorcao (KO et al., 2014; GUO et al., 2014).

Os principais mecanismos que causam esse efeito sdo as interacGes hidrofobicas,
eletrostaticas e ligacGes de hidrogénio (SAMMOND et al., 2014; TU et al., 2009; LAN et al.,
2013; YARBROUGH et al., 2015). No entanto, mais recentemente, foi demostrado que vérias
interagBes entre os diferentes grupos quimicos na lignina e nas enzimas podem estar ocorrendo
simultaneamente e promovendo a adsorcdo (LIU et al.,2016; NAKAGAME et al, 2011;
RAHIKAINEN et al., 2013).

Trabalhos realizados com celulases produzidas por T. reesei mostram que estas
enzimas sdo capazes de interagir com a superficie hidrofébica da lignina pois possuem
residuos de aminoacidos hidrofébicos expostos em sua superficie causando adsor¢éo
improdutiva das celulases (PALONEN et al.,2004; REINIKAINEN et al.,1995).

Ko e colaboradores (2015) mostraram que as enzimas produzidas por T. reesei e A.
niger demostram comportamentos diferentes na adsor¢ao pela lignina. A B-glicosidase de A.
niger adsorve menos que a B-glicosidase produzida por T. reesei. Os dominios de ligacdo a
carboidratos (CBMs - carbohydrate binding modules) encontrados em algumas dessas
enzimas, influenciam na adsor¢do improdutiva, por meio de trés residuos de tirosina alinhados
(Y5, Y31, Y32), que sdo fundamentais para o pareamento de aneéis de interacdo CBM-celulose
(RAHIKAINEN et al., 2013;LINDER et al.,1995).

Para poder minimizar o efeito da lignina no processo de sacarificacéo, processos de pré
—tratamento sdo utilizados. Esses métodos podem ser por meio fisico, quimico e biolégico (HU
et al., 2018). O pré-tratamento da biomassa tem como objetivo quebrar a ligacdo da lignina e

romper a estrutura cristalina da celulose. A eficiéncia de um pré-tratamento é definida por
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varios pontos como: a reducdo do tamanho das particulas da biomassa, limitar a formacao dos
produtos da degradacdo que inibem o crescimento dos microrganismos fermentativos,
minimizar a demanda de energia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1999).

Porém, existem limitacdes ja que em alguns métodos, ocorre 0 aumento de hidroxilas
fendlicas que podem aumentar a capacidade adsortiva da lignina residual (RAHIKAINEN et
al.,2013).

Além dos processos de pré-tratamentos, outras alternativas estdo sendo feitas como o
uso de aditivos e/ou agentes blogueadores de lignina (proteinas ndo-cataliticas, surfactantes,
polimeros) na hidrolise enzimatica com a finalidade de melhorar o rendimento do processo
(FLORENCIO et al., 2016). No entanto, algumas estratégias sdo economicamente inviaveis
para serem utilizados nas industrias.

A lignina € um farto recurso natural com estruturas aromaticas que pode servir como
material para a sintese de produtos quimicos de alto valor, por isso uma melhor compreensdo
da sua estrutura e de métodos para sua valorizacdo sdo necessarios, recursos renovaveis como

a lignina sdo importantes para a sustentabilidade ambiental.

3.3 Enzimas

Enzimas sdo de grande importancia aos sistemas biolégicos uma vez que sdo
utilizadas como catalisadores de reacGes quimicas especificas aumentando a velocidade de
reacOes quimicas sem alterar o equilibrio e sem serem consumidas, além da ndo formacéo de
produtos secundarios e operam em solucfes aquosas diluidas (tampdes), em condi¢cdes muito
caracteristicas de temperatura e pH (MARZZOCO et al., 1999).

As reacOes catalisadas por enzimas se ddo em dois passos, sendo que no primeiro, a
enzima se liga de forma reversivel ao substrato, formando um complexo enzima-substrato,
enquanto que na segunda etapa, ocorre a liberacdo do produto e a enzima fica livre para se ligar
a outra molécula de substrato. A velocidade de reacdo é diretamente proporcional a
concentragéo de substrato (MARZZOCO et al., 1999).

As enzimas sdo de grande importancia em usos industriais comerciais e possuem uma
série de caracteristicas que as tornam mais vantajosas quando comparadas a catalise quimica
convencional. Dessa forma, vale ressaltar o alto grau de eficiéncia catalitica de uma enzima, a
alta especificidade e seletividade. Essas caracteristicas evitam formacdo de subprodutos
indesejados gerando um aumento no grau de pureza do produto final. As enzimas, atuam em
condicdes brandas de temperatura e pressdo, e sua atividade pode ser regulada de acordo com

as condicOes operacionais, enquanto os catalisadores quimicos operam em condicdes criticas
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(RODRIGUES, 2009). Além disso, enzimas podem ser selecionadas geneticamente e
quimicamente modificadas para a melhoria de suas propriedades-chave: estabilidade,
especificidade do substrato e atividade especifica (ADRIO; DEMAIN,2008; ADRIO;
DEMAIN, 2005; LI et al., 2012).

As enzimas sdo utilizadas na fabricacdo de alimentos, nutricdo animal, cosméticos,
medicamentos, indUstria téxtil, industria de papel, producéo de etanol 2G, entre outros (ADRIO;
DEMAIN, 2005; LI et al., 2012).

3.3.1 Celulases

Celulases ou enzimas celuloliticas catalisam reacdes de forma especifica e que agem
em conjunto para a liberacdo de agucares, dos quais a glicose é a molécula de maior interesse
industrial, devido a possibilidade de conversdao em etanol (CASTRO & PEREIRA, 2010). O
uso desses biocatalizadores € uma alternativa importante aos processos quimicos
convencionais, pois como possuem reacoes especificas, minimizam a geragdo de subprodutos
indesejaveis, e como conseguem atividade catalitica em temperaturas amenas, reduzem os
custos energéticos do processo (FLORENCIO et al., 2017).

A hidrélise da celulose ocorre pela acdo das celulases que hidrolisam as ligacdes p-1,4-
d-glucosidica na estrutura da celulose para liberar glicose, celobiose e celo-oligossacarideos.
O complexo enziméatico mais estudado, inclui as endo-glucanases (EG; EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (CBH; EC3.2.1.91) e B-glicosidases (BGL; EC 3.2.1.21) (SRIVASTAVA, et
al.,2018; RAWAT et al.,2014).

Endoglucanases hidrolisam ligacGes glicosidicas nas regibes amorfas da celulose
gerando oligdbmeros de cadeia longa (extremidades ndo redutoras) para a acdo de
exoglucanases ou celobiohidrolases, que clivam a longa cadeia de oligossacarideos resultantes
da acdo das endoglucanases em oligossacarideos de cadeia curta. Existem dois tipos de
exoglucanases, agindo unidirecionalmente nos oligbmeros de cadeia longa das extremidades
redutoras (E.C.3.2.1.176) ou ndo redutoras (E.C.3.2.1.91) liberando a celobiose , que
posteriormente ¢ hidrolisada pelas  B-glicosidases em glicose (JUTURU;WU, 2014;
FLORENCIO et al.,2017; SRIVASTAVA, et al.,2018). A acao dessas enzimas foi demostrada
na Figura 3.

Outro tipo de celulases chamado tipo oxidativo de celulases foi identificado,
recentemente. Essa enzima despolimeriza a celulose por meio de reacdes de radicais livres

(JUTURU; WU, 2014). Juntamente com as trés principais celulases, algumas enzimas
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acessorias, como as oxidases liticas, atuam juntamente com as endoglucanases liberando
extremidades redutoras, a proteina Cbp2l1, por exemplo, produzida por Streptomyces
coelicolor, age como uma enzima oxidativa e auxilia na despolimerizacdo de celulose
recalcitrante (JUTURU;WU, 2014;SARANRAJ et al.,2012 ; MEDIE et al.,2012).
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Figura 3. Agdo das celulases. A endoglucanase cliva aleatoriamente as ligag6es glucosidicas -1,4 no interior
da celulose. Celobiohidrolases (exoglucanases) clivam tanto da extremidade redutora quanto da extremidade nédo
redutora das cadeias de celulose, liberando celobiose que posteriormente sera convertida em glicose pelas -
glicosidases (Adaptado de Akram, et al., 2018).

As celulases sdo classificadas como hidrolases glicosidicas (GHs) com base nas
semelhancas de sequéncia de aminoécidos, estrutura e funcdo da enzima do nucleo catalitico.
Essas enzimas hidrolisam a ligacdo glicosidica entre 2 carboidratos ou entre 1 carboidrato e
uma porcao ndo-carboidrato (HENRISSAT et al., 1998). De acordo com a descri¢do do banco
de dados de enzimas ativas em carboidratos (CAZy), endoglucanases pertencem as familias GH
(5-8, 12, 16, 44, 45, 48, 51, 64, 71,74, 81, 87, 124 e 128), as exoglucanases ou
celobiohidrolases estdo relacionadas as familias GH (5-7 e 48) e PB-glucosidases sédo
encontradas nas familias GH (1, 3, 4, 17, 30 e 116) JUTURU;WU, 2014).

Geralmente, as celulases (endoglucanases e exoglucanases) sdo formadas por dois
dominios diferentes, dominio catalitico e dominio de ligacao a celulose (CBM -carbohydrate-
binding modules). O CBM tem ligacdo com a adsorcdo, facilitando a hidrdlise da celulose,

aproximando o dominio catalitico do substrato insolavel, permitindo o aumento da
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concentracdo de enzima sobre a superficie do substrato sélido por ligacGes de hidrogénio,
interacOes eletrostaticas ou hidrofébicas. (GILKES et al., 1991; TOMME et al., 1995; LYND
etal., 2002).

As endoglucanases aceleram o processo celulolitico atuando sinergicamente com a
exoglucanase. A desconstrucdo de celulose é iniciada pelo ataque de endoglucanases no
polimero de celulose de forma aleatéria (DASHTBAN et al. 2010). Essas enzimas estéo
relacionadas com a familia GH-5. Geralmente, seu sitio ativo consiste em um sulco aberto, ou
em forma de fenda, que permite a arranjo da cadeia linear de celulose de forma aleatéria
(TOMAS-PEJO et al., 2009). A molécula do substrato, para se ligar de forma ativa ao sitio
ativo da enzima, interage com varios subsitios (aproximadamente 7) por interacfes de
hidrogénio ou empilhamento dos residuos aromaticos com aminoacidos do sitio ativo
(VLASENKO, et al., 2010).

Celobiohidrolases ou B-1,4-exoglucanase atuam de forma processual nas extremidades
redutoras ou ndo redutoras de micro fibrilas de celulose. A cadeia de celulose terminal liga-se
ao sitio ativo semelhante a um tunel da exoglucanase e processado convertido em cadeia mais
curta. As exoglucanases facilitam a producdo de glicose (glucano-hidrolases) ou celobiose
(celobio-hidrolase) (RAMESHWAR, et al.,2017).

As B- glicosidades sdo responsaveis na regulacdo de todo o processo de hidrélise da
celulose (SINGHANIA et al. 2013). Entre as enzimas que degradam a celulose, as -
glucosidases sdo essenciais para uma eficiente hidrélise da biomassa celulésica, uma vez que
diminui a inibicdo das celobiohidrolases e endoglucanases pela reducdo da acumulacdo da
celobiose (SORENSEN, et al.,2013). Essas enzimas agem quebrando a ligacdo 1,4, quando o
grupo carboxil do residuo conservado do sitio ativo, geralmente um &cido glutdmico, doa um
préton para a ligacdo e o ion carbdnio formado é estabilizado pelo residuo do acido aspartico.
Essas enzimas agem nos residuos de celodextrina e celobiose hidrolisando-os a glicose (LYND,
et al,2002).

As celulases podem ser produzidas utilizando principalmente dois metodos: a
fermentagdo em estado sélido (FES) e a fermentacdo submersa (FSm) (SINGHANIA et
al.,2010).

Os dois processos apresentam vantagens e desvantagens, e a escolha de um dos dois
depende do produto final desejado e 0 microrganismo utilizado. Das duas técnicas, a FSm é
utilizada em grande parte dos processos industriais para produgdo de enzimas microbianas.
Nessa técnica, 0s microrganismos sdo inoculados diretamente em meio nutriente liquido, o

caldo de fermentacgéo, que € uma mistura que favorece o desenvolvimento dos microrganismos.
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Esse caldo contem &gua, que equivale de 90 a 99% da massa total, com nutrientes dissolvidos.
As vantagens desse processo sdo relacionadas a instrumentagdo e controle dos parametros
fisico-quimicos, como controle de temperatura, aeracdo, agitacdo e pH (RENGE et al.,2012).
A Novozymes, empresa lider mundial em producdo de enzimas, utiliza esse método para a
obtencdo de celulases. A Dyadic, ¢ um exemplo, produz celulases pelos cultivos de
Myceliophthora thermophila e Trichoderma longibrachiatum por este processo (HANSEN et
al., 2015).

Ja no processo de FES, o crescimento do microrganismo ocorre em substrato solido,
ndo possui dgua na forma livre, porém h& umidade suficiente somente para conservagao do
metabolismo e desenvolvimento microbiano (PANDEY,1992;1996). As vantagens da FES,
consistem em maior produtividade dos coquetéis enzimaticos, obtencéo de enzimas com maior
estabilidade de pH e temperatura e menor risco de inibicdo pelo produto e substrato
(BARRIOS-GONZALEZ,2015; HOLKER; LENZ, 2005). Outra grande vantagem da FES é
ser capaz de utilizar residuos agroindustriais com o substratos sélidos, que garantem energia
para o crescimento do microrganismo e a producdo de enzima por servirem como fontes de
carbono, sendo assim favoravel ao meio ambiente (FARINAS, 2015).0 bagaco de cana, por
exemplo, esta sendo utilizado como matéria-prima em diversos trabalhos que aplicam essa
técnica (DELABONA et al.,2012; DELABONA et al.,2013; RODRIGUEZ-ZUNIGA et
al.,2014).

Recentemente, foi desenvolvido um novo método de cultivo, chamado de fermentagédo
sequencial (FSeq). Esse novo processo é a juncdo das vantagens dos processos de cultivo
convencionais citados anteriormente. O processo da FSeq consiste no pré-cultivo, feito no
estado solido e posteriormente uma mudanca para o estado submerso (CUNHA et al.,2012;
CUNHA et al.,2015; FLORENCIO et al.,2015).

As celulases podem ser utilizadas em uma grande variedade de atividades industriais,
sendo assim considerada de grande importancia biotecnoldgica, essas enzimas subsidiam cerca
de 20% do mercado global (CUNHA et al., 2012 ).As principais aplicacdes sdo nas industrias
alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente e cervejarias, industria de polpa de papel entre
outras (VILELA, 2013). Uma éarea de grande importancia é o processo de producéo de etanol
2G. A producdo de etanol 2G consiste na hidrolise da celulose e da hemiceluloses
(polissacarideos presentes na biomassa lignocelulésica) através da atividade enzimatica de
celulases, gerando assim agtcares como bioproduto final (LUCARINI et al.,2017).

Cada vez mais as empresas que desenvolvem tais enzimas tentam o maximo a redugéo de

custos envolvendo a producéo destas. Cellic CTec2 e um biocatalisador concentrado produzido
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pela empresa Novozymes que na sua formulagdo contém um coquetel de enzimas com o objetivo
de melhorar o desempenho e diminuir a dosagem requerida para a conversédo da celulose em
acucares, entretanto, nem todas medidas sdo eficientes na reducdo de gastos (LUCARINI, et
al., 2017).

Portanto, o que se busca principalmente pelas industrias sdo estratégias para o aumento
da producéo das enzimas com substratos mais baratos e a produgdo com mais estabilidade para
cada processo especifico e maior atividade especifica sobre substratos solidos e também
tecnologias de imobilizacdo (MOREIRA, 2005; ADRIO e DEMAIN, 2005).

3. 4 Reciclagem enziméatica

Reciclagem enzimaética na producdo de etanol 2G tem sido testada ha mais de 30 anos.
Essa tecnologia visa a recuperacdo das atividades de enzimas adsorvidas na biomassa
lignoceluldsica para diminuir a  quantidade utilizada durante o processo de hidrolise
enzimatica (MESA, et al.,2016).

Humbird e colaboradores (2011) relataram em seu estudo que o custo da enzima a
partir de 2012 representa mais de 15% do prego minimo de venda do etanol. Em trabalhos
mais recentes mostram que uma enzima, produzida fora do local de producéo, custa até 28%
do preco do etanol. Porem a juncdo da producdo da enzima na planta diminui os custos para
menos de 10% (JOHNSON,2016).

Existem tecnologias com o objetivo de recuperacdo e reciclagem enzimatica em
bioprocessos. Inimeras técnicas estdo sendo estudadas e colocadas em préatica para promover a
reciclagem enzimatica (SZEPAL et al., 2013; ECHEVARRIA et al., 2012; DEKKER et al.,
1986; QI et al., 2011; HUSTEDT, 1986). Embora tenha sido relatada uma variedade de
métodos de reciclagem de enzimas ( Tabela 1), é dificil comparar as eficiéncias de reciclagem
entre esses métodos pois diferentes substratos e/ou diferentes métodos e/ou condigdes de pré-

tratamento foram utilizados.



Tabela 1 | Vantagens e desvantagens dos métodos de reciclagem enzimatica

Opg¢ao de Reciclagem

Reciclagem em liquido

Reciclagem enzimatica em
residuos solidos

Reabsorgdo de enzimas
em nova biomassa

Reciclagem de sdlidos e
liquido

Imobilizagcdao de enzimas

Vantagens

Se o método for feito apds a recuperagao do
produto, é possivel evitar a reciclagem de
acucares e produtos. Possibilidade de retirar
a dgua e componentes secundarios
(inibidores) enquanto se concentram
enzimas.

Grande parte das celulases normalmente é
adsorvida em sélidos residuais, os agucares e
outros potenciais inibidores enzimdticos em
solugdo podem ser removidos por separagdo
(e lavagem), e é uma tecnologia de
separagao simples.

Reutilizagcdo de todas as enzimas com alta
afinidade por celulose é uma vantagem
desse método.

Enzimas adsorvidas e livres sdo recicladas.
Técnica simples e de baixo custo para
implementacgao.

Facil e seletiva recuperagdo das enzimas,
maior estabilidade operacional contra
diferentes condi¢cdes como temperatura e
pH, diminui problemas de acumulo de
compostos indesejados e melhora a
estabilidade das enzimas

Desvantagens
Desnaturagdo  enzimatica,
pode requerer etapa de

dessorgdo, ja que nem todas
as enzimas estao presentes
na fase liquida e é um
processo de alto custo.

Os residuos de lignina
acumulados, enzimas nao
ligadas a sdlidos residuais
sdo perdidas ou exigem uma
etapa de recuperagao
separada.

Porem nem todas as enzimas
adsorvem a substrato fresco,
conteudo de lignina
presente  no  substrato,
processo de separagdo é
complexo.

Produtos (por exemplo,
etanol) no liquido de
reciclagem podem inibir a
Hidrélise.Apenas parte de
toda a pasta pode ser
reciclada.Acumulagdo de
lignina.Acumulagao de
inibidores de enzimas e
microrganismos

Alto custo. Diminuicdo da
atividade devido a
impedimento  estérico e
transferéncia de massa.
Dificil garantir a boa
imobilizacdo de multiplas
enzimas
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Adaptado de Jgrgensen (2017)
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Um processo de reciclagem eficiente da celulase dependeria de trés principais
condicBes: (1) uma celulase altamente estavel, (2) uma alta eficiéncia de hidrolise e (3) bom
controle sobre os processos de adsorcao / dessorcdo do substrato (GOMES et al.,2015).

O processo de hidrdlise enzimatica envolve as celulases, as fibras lignocelulosicas e a
fase liquida (GOMES et al.,2015). A quantidade relativa de celulases livres na fase liquida ndo
é constante, ela muda ao longo da hidrélise. Na composicao final do sistema tera a fracdo de
enzima livre e disponivel para ser reutilizada e a fracdo ligada ao sélido final, exigindo uma
etapa adicional de dessorcdo (GOMES et al.,2015). Este processo depende fortemente sobre a
afinidade de cada celulase para celulose e lignina (PRIBOWO et al. 2012), sobre a estrutura e
composicao do substrato (TU et al. 2007), e fatores ambientais (por exemplo, pH, presenca de
surfactantes) (SHANG et al. 2014; SEO et al. 2011).

Muitos estudos ja demonstraram que diferentes celulases podem apresentar
afinidades distintas com o substrato. Além disso, para uma determinada celulase, afinidades
também podem ser encontradas para diferentes substratos (GOMES et al.,2015). Os dominios
de ligacdo das celulases (CBM) presentes em exoglucanases e endoglucanases, como descrito
anteriormente sdo muito importantes para o processo de reciclagem enzimatica, pois auxiliam
na adsorgdo das enzimas no substrato. Ishihara e colaboradores (1991), estudaram a ligagao
entre as celulases e material sem a presenca de lignina. Foram observadas maior afinidade para
exoglucanases, seguido por endoglucanases e, por fim, B-glucosidases.

Em uma andlise eletroforética, foi verificado que diferentemente de endoglucanases, 0s
niveis de PB-glucosidase na fracdo liquida permaneceram constantes durante a hidrolise,
sugerindo baixa adsorcéo ao substrato (TU et al.,2007).

Outro parametro importante é que a presenca da lignina no meio influencia fracéo final
de enzimas livres. Um estudo analisou as isotermas de Langmuir para a adsor¢do de celulases
em dois substratos, a Avicel e um contendo lignina. Enquanto a maxima adsorcao de celulases
foi encontrada para Avicel (8mg/g substrato), O Substrato contendo 46% de lignina a adsorgéo foi
de 160mg/g substrato. APOSs 48h de hidrdlise, o teor de proteina na fragéo liquida foi de 85% para
0 caso da Avicel, contrastando apenas com 30% para 0 substrato com 46% de lignina (LIU et
al.,2002). Esses resultados sugerem uma clara influéncia da lignina na fracdo final de enzimas
livres.

Como mostrado na tabela 1, técnicas de recuperacdo podem estar relacionadas a fracéo
de enzimas presente na fase liquida, ou a fracdo de enzimas ligada na fase s6lida (RODRIGUES
etal., 2014).
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Sendo assim, para o desenvolvimento de tecnologias de reciclagem enzimatica é muito

importante o entendimento das possiveis interagdes entre enzimas e biomassa.

3.5 Lignocresol

Os materiais lignocelulésicos tém mostrado ao decorrer dos anos, interessantes
caracteristicas para sua utilizacdo como matérias-primas para producao de material industrial.
Esses materiais séo renovaveis, disponiveis em abundancia no meio ambiente e de baixo custo,
mostrando grande potencial de transformacgdo para matérias-primas quimicas ou combustiveis
(MIKAME; FUNOAKA,2006; PARISI,1989).

O lignocresol surge como uma nova alternativa, para utilizacdo da lignina em processos
industriais. Esse composto foi desenvolvido por FUNOAKA; ABE (1989), sendo sintetizado
pelo sistema de separacdo de fases(Figura 4), que consiste basicamente na utilizagcdo de um
acido concentrado e um derivado de fenol, o p-cresol (FUNAOKA et al., 1995; FUNAOKA,
1998; NAGAMATSU e FUNAOKA, 2003; FUNAOKA, 2013). Nesse sistema, a lignina
hidrofobica, carboidratos hidrofilicos e os componentes da parede celular, sdo submetidos
individualmente a conversdo estrutural e seletiva nas diferentes fases e separados
quantitativamente a temperatura ambiente dentro de uma hora. Na fase organica, a lignina
nativa € modificada pelo enxerto seletivo dos derivados fendlicos na posicdo benzilo (Figura
4). Por outro lado, os carboidratos sdo hidrolisados em poli, oligo e monossacarideos sollveis
em agua.

O lignocresol preserva todas as caracteristicas da lignina nativa, porem tém vérias
funcBes Unicas, que as ligninas convencionais ndo possuem, apesar de possuir ligacdes quimicas
originais, por exemplo, altas propriedades fendlicas, nenhum sistema conjugado, uma coloragédo
mais clara que a lignina, evidente ponto de transi¢cdo de fase (hardwood 130°C, softwood
170°C),e alta capacidade de imobilizacdo de enzima. (FUNAOKA; ABE, 1989;
FUNAOKA,1998).
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Enxerto p-cresol

HJ—
OMe S OMa
OH
p-aril éter H:C
Estrutura da p-cresol Estrutura
lignina Nativa lignocresol

Figura 4. Enxerto do derivado do fenol (p-cresol) na lignina pelo método de separacao de fases
(Adaptado de Nonaka et al., 2011).

Essas fungdes do lignocresol séo atribuidos a hibridagdo seletiva de derivados fendlicos
monomeéricos nas posi¢des C-1, levando a estruturas compostas principalmente de 1,1-bis (aril)
propano (MIKAME; FUNOAKA,2006).

Mikame e Funaoka (2006) analisaram a morfologia molecular do lignofenol e das
ligninas convencionais com o sistema SECMALLS, essa analise foi utilizada como método
para obter o peso molecular absoluto dos polimeros. A morfologia molecular do lignocresol foi
mais espalhado e linear, em comparagdo com as ligninas. Essa caracteristica do lignocresol
pode estar relacionado com a sua termoplasticidade que as ligninas ndo possuem.

A funcionalidade do lignocresol foi relatada em alguns estudos, como o de Nonaka e
colaboradores (2014), que mostraram a eficiéncia na imobilizagdo de celulases derivadas de
Trichoderma reesei, e também o desempenho da hidrélise das enzimas imobilizadas que foi
aproximadamente 80-90% e 30-50% em relacdo ao da celulase livre na hidrélise de
carboximetilcelulose (CMC) e papel de filtro, esses resultados mostram que a celulase fica ativa

mesmo apos a adsorcao em lignocresol.

Analisando um processo comum de biorrefinaria, por exemplo, producgéo de etanol a
partir do material lignocelul6sico, normalmente existem trés fluxos de processos que sdo
possiveis fontes de enzimas em um processo de reciclagem; estes sdo (1) Reciclagem depois da

hidrolise; (2) Reciclagem apds a fermentacao; (3) Reciclagem apos a recuperacgéo / separacdo
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do produto. A hidrolise e fermentacdo podem estar em duas etapas consecutivas ou integradas
em uma Unica etapa do processo (JORGENSEN, 2017).

No presente trabalho propomos que o lignocresol pode ser utilizado entre a etapa de
hidrolise enzimatica e a fermentacdo para adsorver proteinas ou enzimas onde, posteriormente,
passariam por um processo de separacdo, tornando possivel a reutilizacgdo de ambos 0s
compostos (Figura 5).

Potencial para Reciclagem enzimatica
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Figura 5. Fluxograma do processo de recuperagdo enzimdtica utilizando lignocresol
Adaptado de JORGENSEN, 2017

As celulases serdo recuperadas pela exposicao ao lignocresol, contando com sua
alta capacidade de adsorcdo. O lignocresol sera adicionado a suspensao livre de celulase sob
condigdes de promocdo de adsorgédo (por exemplo, agitacéo).

O lignocresol sera incorporado ao processo na etapa de hidrdlise enzimatica e as
celulases estardo ligadas e ativas ao polimero de celulose, especificamente endoglucanases e
exoglucanases. Considerando isso, a B-glicosidase é a enzima que fica disponivel para a
recuperacdo, pois seu substrato é sollvel, a celobiose. Sendo assim, o lignocresol é um novo
método para recuperacdo de enzimas contudo mais especificamente de PB-glicosidase na
producdo de etanol 2G. Porém, no presente trabalho, estudamos a interacdo com as outras
enzimas do complexo enzimatico. Ja que além de ser utilizado na producdo de etanol 2G, o

composto pode ser utilizado em outros bioprocessos.
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Capacidade de adsorcao de B-glicosidases em
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Resumo

As B-glicosidases sd@o enzimas com um grande potencial, por isso, sdo utilizadas para diversos
processos industriais, incluindo a produgéo de etanol 2G. As B-glicosidases sdo fundamentais
para a hidrolise eficaz da celulose, essas enzimas sao responsaveis pela liberacdo de moléculas
de glicose, que ¢é o produto final da hidrélise. Além disso, a atividade B-glicosidica potencializa
a acdo sinergica das outras celulases, incrementando o rendimento do produto final e também
diminui a concentracdo de celobiose que é um inibidor do complexo celulolitico. Este estudo
apresenta o processo de adsor¢do de duas B-glicosidases de Thermotoga petrophila,
pertencentes as familias 1 e 3 (TpBgll e TpBgl3), separadamente, para formar um complexo de
enzima lignocresol. A sintese de lignocresol, oriundo da lignina Kraft de Pinus spp., foi
realizada pela adaptagdo a metodologia do sistema de separacdo de fases que consiste na
utilizacdo de acido sulfarico 72% e um derivado de fenol (p-Cresol). Para obtencdo do
complexo, foram realizadas duas suspensdes de lignocresol em tampéao citrato de sédio (50
mM), ambas com concentracdo fixa 10 mg/mL. Diferentes concentracdes enzimaticas (0,1-
1,0 mg/mL) de B-glicosidases da familia 1 e 3 (TpBgll e TpBgl3, respectivamente), foram
colocadas a interacdo (ensaios em pH 6,0 para TpBgll e pH 4,0 para TpBgl3). Interagdes com
lignina Kraft de Pinus spp. também foram realizadas nas mesmas condicOes para posterior
comparacdo. A validacdo da adsorcdo fora realizada através da quantificacdo pelo método de
Bradford. Os resultados encontrados demonstram grande adsorc¢ao (100-90%) do lignocresol
para com TpBgll e TpBgl3, em concentracdes inferiores a 0,25 e 0,40 mg/mL, respectivamente.
Ensaios de adsorcdo utilizando somente a lignina apresentaram resultados muito inferiores aos
de lignocresol, comparados também em concentracGes inferiores como demonstradas
anteriormente, sendo ausente adsorc¢do de lignina a TpBgl1 e adsor¢édo de lignina a TpBgl3 de
70-50%. Os ensaios de ELS, demonstraram que lignocresol e lignina apresentam potencial-zeta
na faixa de pH 4-7. Vale ressaltar que, entre o pH 5-7, o lignocresol apresenta valores maiores
negativamente se comparado a lignina. Nossos resultados mostram que o lignocresol mantém
maior capacidade de adsorgdo para as [-glicosidases do que a lignina. Essa capacidade pode
ser explicada tanto pela sua grande hidrofobicidade e também por caracteristicas eletrostaticas.
Portanto, todos esses resultados demonstram boa adsorcdo do lignocresol as enzimas,
demonstrando potencial para reciclagem enzimatica.

Palavras chave: Lignina, Lignocresol, B-glicosidase, adsorgédo
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1. Introducgéo

As B-glicosidases (3.2.1.21) sdo enzimas que desempenham um papel importante na
eficiéncia da hidrolise do material vegetal, pois, hidrolisam a celobiose a glicose que € o
produto desse processo. Além disso sdo essenciais no sistema celulolitico, pois, trabalham
sinergicamente otimizando a acdo de outras celulases, aumentando o rendimento do processo,
uma vez que evita a inibicéo de outras enzimas por celobiose acumulada (LIMA et al., 2013;
KOROTKOVA et al.,2009).

Essas enzimas podem agir por dois modos que originam em retengdo da rede ou
inversdo da configuracdo anomérica. A estereoquimica da catélise se deve ao arranjo espacial
dos grupos cataliticos no sitio ativo da enzima. A hidrdlise do glicosideo normalmente necessita
da presenca de dois grupos cataliticos, que geralmente séo residuos de aspartato ou glutamato
(HENRISSAT, , & DAVIES, 1997).

Sua classificagdo é baseada nas especificidades de substrato. Sdo enzimas que atuam
hidrolisando ligacdes O ou S-glicosidicas (HENRISSAT E BAIROCH, 1993;1996). A
classificacdo também pode ser feita com base em semelhancas sequenciais (classificacdo no
CAZy). Atualmente, a versdo deste sistema contém 156 familias, sendo GH1 e GH3 as mais
interessantes para a biotecnologia (RADICCHI, 2019).

Normalmente, a familia GH1 abrange as -glicosidases de origem bacteriana, de plantas
e mamiferos (HARNPICHARNCHAI et al., 2009). Possuem uma estrutura comum do tipo
barril (B/a)8, no qual o sitio ativo esta localizado na por¢do C terminal do barril (Figura 1-A)
(COLUSSI et al.,2015; CAIRNS et al.,2010). A familia GH3 estdo inseridas as B-glicosidases
de origem flngica, bacteriana e vegetal e possuem uma estrutura em trés dominios distintos
(Figura 1-B) (HARNPICHARNCHAI et al., 2009; POZZO et al.,2010; LIMA et al.,2013).



54

(A)

Figura 1. Modelos tridimensionais das pB-glucosidases de Thermotoga petrophila . (A) -Glucosidase
GH1 de T. petrophila (TpBGL1). (B) -Glucosidase GH3 de T. petrophila (TpBGL3). (Adaptado de DA SILVA et
al.,2015).

Embora estas enzimas estejam presentes em muitas aplicagdes industriais, o alto custo
de sua aquisicdo torna 0s processos enzimaticos caros. Nesse contexto, a recuperacdo
enzimatica se torna um método mais econémico devido a possibilidade de reutilizacdo dessas
enzimas no processo de producéo de etanol 2G.

Os componentes lignoceluldsicos possuem promissoras caracteristicas para seu uso
como matéria-prima porque sdo renovaveis, disponiveis em abundancia no ambiente e
relativamente de baixo custo (MIKAME & FUNAOKA,2006).

O lignocresol é um composto derivado da lignina, que aparece como uma alternativa
para uma nova utilizacdo dessa macromolécula. O lignocresol foi desenvolvido por Funaoka &
Abe (1989), e € sintetizado a partir de lignina usando o sistema de separacao de fases, que
consiste principalmente no uso de um acido concentrado e um derivado de fenol, p-cresol
(FUNAOKA & ABE ,1989; NAGAMATSU & FUNAOKA,2003; FUNAOKA,1998;
FUNAOKA,2013).

O lignocresol possui alta capacidade de imobilizacdo de enzimas, devido as regies
hidrofobicas da molécula (NAGAMATSU & FUNAOKA,2003). Esta caracteristica é de
grande importancia econdmica, uma vez que pode ser usada para a reciclagem de B-
glucosidases presentes na fracdo soltvel no processo de hidrélise na producdo de etanol 2G.
Sendo assim, é uma alternativa de recuperacdo muito similar a imobilizacdo, contudo,
substituindo-se ligacdes covalentes entre suporte-enzima por interacdes fisico-quimicas, as
quais podem facilitar processos de recuperac¢do (readsor¢éo), manutencdo da longevidade da
atividade enzimatica, diminuir problematicas de impedimento de sitio catalitico, entre outros.

Com base nessas consideragdes, 0 objetivo desse trabalho foi a sintese do lignocresol

para promover adsor¢do enzimatica entre esse composto e B-glucosidases de Thermotoga
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petrophila e o desenvolvimento de um complexo lignocresol-enzima, possibilitando a

reciclagem de enzimas na producéo de etanol 2G.

2.Métodologia
2.1 Enzimas

As enzimas de Thermotoga petrophila, TpBgll e TpBgl3, foram gentilmente fornecidas
pelo Prof. Dr. Wanius Garcia da Universidade Federal do ABC (UFABC).

2.2 Sintese de lignocresol

Para a sintese do lignocresol sera utilizada a metodologia do sistema de separacdo de
fases, descrita anteriormente por Funaoka (1998). 1 g de lignina do tipo Indulin AT comercial
(LKI) extraida a partir do liquor residual do processo Kraft em Pinus sp., cedida gentilmente
pela empresa MWV (MeadWestvaco Corporation), foi colocada em um frasco de reacdo. 10
mL de p-Cresol (10 mL/g de lignina) foram adicionados em leve agitacdo com a mao por cerca
de 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 20 mL de &cido sulfdrico 72% (20 mL/g de
lignina) sob agitacéo vigorosa por 1 hora. Todo o volume presente no frasco fora transferido a
um tubo falcon de 50 mL para centrifugacéo (4000 rpm) da amostra (12 centrifugacao) por 20
min a temperatura ambiente (25+/- 2 °C).

O sobrenadante formado fora retirado do tipo falcon e pipetado gota a gota em um
volume de 200 mL de éter etilico frio sob vigorosa agitacdo (utilizado para remocao do acido e
parte do p-cresol). O precipitado aquoso formado foi recuperado por centrifugacdo (22
centrifugacdo) a 5°C (4000 rpm) por 20 min e o sobrenadante descartado. O lignocresol
presente no precipitado foi extraido com 80 mL de acetona e o volume da solucéo sera reduzida
a, aproximadamente, 10 mL com auxilio de um Rotaevaporador (Fisatom modelo 804) a 40°C
e rotacdo de 150 rpm.

Apos reducdo, a solucdo fora, novamente, pipetada gota a gota em 200 mL de éter
etilico frio sob vigorosa agitagdo e a amostra centrifugada (3?2 centrifugacdo) por 20 minutos a
temperatura ambiente (4000 rpm). O sobrenadante sera descartado e o pellet de lignocresol sera
seco em estufa a 50°C por 3 horas. Na figura 2 mostra o0 esquema do processo de obtencdo do

lignocresol.
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Lignina comercial

H,SO, (72%) l < p-Cresol

Separagao de fases
Soluve| «——

Insoluvel

Lavagem com éter dietilico

Extragdo com solvente

Lavagem com éter dietilico

Soldvel «——

Insoluavel

¥

Secagem
(Adaptado de Nonaka, 1998)

Figura 2. Esquema do processo de obten¢do do lignocresol.

2.3 Formacéao do complexo lignocresol-enzima
Esta metodologia consiste basicamente na promocéo da interacdo e, posteriormente,
adsor¢ao entre B-glicosidase da familia GH1 e GH3 de Thermotoga petrophila (TpBgll e

TpBgl3) e uma suspensdo de lignocresol formada (Figura 2).

Suspenséo lignocresol Diferentes
em Tampdo Citrato de concentragdes de
Sadio(10mg/mL) TpBgll e TpBgl3.

Lo Tampéo em ph <4 para
Agitacao ToBal3

; Tampao em pH 6 para
(20°C, 10min) B

Centrifugacéo
(5°C, 10min, 3500 rpm)

Complexo obrenadante
lignocresol-enzima I

Quantificacéo da proteina

(; ‘ no sobrenadante pelo
% método de Bradford

Figura 3. Fluxograma do processo de adsorcdo (Adaptado de Nonaka et al.,2011)
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Para a formacdo da suspensdo (= 20 mg/mL iniciais), foram pesados 30 mg de
lignocresol seco e adicionados 1500 pL de tampao citrato de sédio a 50 mM em pH 6,0 e pH
4, segundo Cota et. al. (2015), TpBgl1 tem uma atividade 6tima dentro do intervalo de pH de
6-7, enquanto TpBGL3 tem atividade 6tima em torno de pH 4.0. A amostra foi colocada em um
sonicador (Sharp UT-205S, 200 W) com aquecimento durante 1 hora. Diferentes dilui¢es
iniciais em tampao citrato de sodio (mesmas condicbes) de TpBgll e TpBgl3 (0.06-1.6 e 0.2—
0.5 mg/mL, respectivamente) foram realizadas em diferentes microtubos, estabelecendo um
volume final de 160 pL. Por fim, para promover a interagao entre ambos, 160 pL da suspensao
de lignocresol apds agitacdo vigorosa, foram adicionados a cada dilui¢cdo. Sendo assim,
garantiu-se uma reacdo final de 10 mg/mL de lignocresol constante em todas as amostras e
concentracdo enzimatica reduzida a metade em todos os tubos pois, desta maneira, seria
possivel analisar até que ponto de concentracdo de TpBgll e TpBgl3 o lignocresol seria capaz
de adsorver 100% a enzima.

Todas as amostras foram entdo levadas a um agitador por 20 min a temperatura ambiente
pois, segundo Nonaka e colaboradores (2011), a adsorcdo entre lignocresol e enzima atinge
equilibrio ap6s 10 min de interacdo. Em seguida, estas foram centrifugadas a 5°C por 10 min a
10000 rpm para que houvesse a separacao entre o complexo lignocresol-enzima recém-formado
e 0 restante enzimatico dissolvido no sobrenadante, bem como, para permitir a clarificacdo das
amostras para andlises colorimétricas futuras. Interacbes com lignina Kraft de Pinus spp.

também foram realizadas nas mesmas condi¢fes para posterior comparacéo.

2.4 Quantificacdo enzimética por Bradford

Para aplicacdo da metodologia descrita por Bradford (1976), fora necessario a
construcdo de uma curva padrdo relacionando a concentracdo em mg/mL da proteina BSA
(Bovine Serum Albumin), comumente utilizada, para com absorbancias lidas. Sendo assim, em
triplicata, preparou-se uma solucdo mée de BSA na concentragdo de 1 mg/mL para a realizagédo
de diluicdes seriadas (tabela 1). Em um microtubo foram adicionados 100 uL de cada uma das
diluigdes e por fim 1000 pL de corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (corante reagente
Bradford feito no laboratorio). Para o branco, 1000 pL de reagente foram misturados em 100
pL de agua milli-Q. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 595 nm.

Portanto, para quantificacdo da TpBgll e TpBgl3 residual diluida no sobrenadante da
amostra final (obtida pela metodologia descrita no item anterior) foram adicionados 100 uL do

sobrenadante e 1000 pL de reagente. Para o branco fora utilizado 100 pL de agua milli-Q e
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1000 puL de reagente A curva padrdo para o metodo de Bradford estdo demonstrados na Tabela
1. A partir destes dados, fora possivel aplicar um ajuste linear aos dados plotados (Figura 7)
e criar uma equacdo da reta (Equacdo 1), utilizada posteriormente para a quantificacdo
enzimatica. Os pontos de concentracdo 1,0 e 0,5 mg/mL de BSA foram excluidos devidos aos

valores de absorbancia maiores que 1,0.

Tabela 1. Absorbancias para concentragdes de BSA (mg/mL).

BSA
(mg/mL) .
Abs.! Abs.2 Abs.3 Média
1,0 1,643 1,663 1,651 1,652 +
0,010
0,5 1,148 1,105 1,160 1,138 +
0,023
0,25 0,597 0,610 0,644 0,617 =+
0,019
0,12 0,315 0,331 0,330 0,325 +
0,007
0,06 0,166 0,167 0,161 0,165 =+
0,002
0,03 0,089 0,090 0,083 0,087 +
0,003
0,015 0,050 0,056 0,043 0,050 =+
0,005
0,008 0,032 0,034 0,028 0,031 +
0,002
0,004 0,025 0,022 0,020 0,022 +

0,002
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Figura 4. Ajuste linear aos pontos de absorbancia encontrados para concentra¢des de BSA (R?2 ajustado de
0,99962).

s —0,034060

Concentragéo (%F (Ab ~70cE )FD

Na Equacdo 2, o termo FD pode ser descrito como fator de diluicéo, o qual pode ser
acrescentado caso haja alguma diluicdo no protocolo. Abs é descrito como a absorbancia,

variavel a qual se inserem os valores de absorbancia experimentais.

2.5 Adsor¢do de p-glicosidases em lignocresol em meio rico em glicose

Os ensaios de adsorcdo simulando um meio na presenca de hidrolisados foram feitos
com o complexo lignocresol-enzimas com o objetivo de verificar se a presenca de glicose no
meio afeta a adsorcéo. A concentracéo final das enzimas TpBgll e TpBgl3 no complexo foi de
0,2 mg / mL. Os experimentos foram feitos conforme descrito na secdo 2.3 com a adi¢do de
uma solucéo de glucose + CMC em diferentes concentracfes (4 mg / mL de glicose + 0,1% de
CMC, 10x diluido). A concentracdo de enzima residual no sobrenadante apos a centrifugacao
foi medido pelo método de Bradford.

2.6 Atividade de p-glicosidases apds formacgédo do complexo

Apols a adsorcdo enzimatica no lignocresol, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido utilizando uma pipeta. O ensaio enzimatico para a atividade da B-glucosidase
adsorvida em lignocresol foi feito utilizando o pellet que foi misturado com 50 pl de solugdo

tampéo ajustada a diferentes de pH (pH 6 para TpBgll e pH 4 para TpBgl3) e 250 ul de 4-
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nitrofenil-B-Dglucopirandsido 2 mM (pNPG) que foi usado como substrato. Apds incubacéo
a 50 ° C durante 15 min, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 1000 uL de Na2,CO3 1 M e a
liberacdode p-nitrofenol foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm utilizando um leitor
de microplacas. Uma curva padrdo baseada na relagcdo entre concentracdo de p-nitrophenol

(mM) e absorbéncia fornecida foi construida. A curva padréo foi preparada segundo a tabela 2.

Tabela 2. Dilui¢des para o preparo da curva analitica padrédo

Diluicao 1 2 3 4 5
Substrato 400 400 400 400 400
2mM p-NP 0 10 20 50 100
Tampao (nL) 100 90 80 50 0
Na;COs (mL) 1 1 1 1 1
p-NP (umole) 0 0.02 0.04 0.10 0.2
0,45
0,4
0,35
c
E o3
=
5 0,25
<§ 0,2
2
20,15 - y = 3,2018x + 0,076
< R? =0,9935
0,1
0,05 |
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentragao P-np

Figura 5. Curva padréo baseada na relacéo entre concentracdo de p-nitrophenol (mM) e absorbancia.

Para o célculo de atividade enzimatica, uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar umole de nitrofenol por minuto

de reagéo sob condigdes especificadas. Como na equacao 2:

Atividade enzimatica IU/mL = (p-NP gerado/0.5/15) x FD  (Eq 2)
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2.7 Analise de Potencial zeta

Medidas de espalhamento de luz eletroforético (ELS) foram usadas para determinar o
potencial zeta médio ({) de lignocresol e lignina, e foram coletados usando um Zetasiser Nano-
ZS a20° C (SQUINA, etal., 2009). Neste estudo, o potencial zeta foi medido para preparacdes
de lignocresol e lignina (a 20 °© C) em tampéo acetato-borato-fosfato 20 mM ajustado aos
diferentes valores de pH. Este instrumento mede a mobilidade eletroforética (jie) e converte o
valor para um potencial (mV) através da equacao de Henry: pe = [2elF(ka)] /3n, onde € ¢ a
constante dielétrica da dgua e n ¢ a viscosidade. Além disso, F (kxa) ¢ a fungcdo de Henry,
calculada pela aproximacdo de Smoluchowski F (kxa) = 1,5. O ponto isoelétrico ¢ dado pelo
valor de pH no qual o potencial zeta é aproximadamente zero. O conhecimento da mobilidade

eletroforética permite calcular o nimero médio de cargas por molécula (Nc) da relacdo de
6 . _ _ .
Lorenz-StokesNc = % Rsp, onde pe é expresso em pm cm s 1V ~ e o valor na denominador

corresponde & carga elementar (e = 1.602 x 1071° C) (SQUINA, et al., 2009).

3.Resultados e Discussao

3.1 Sintese do Lignocresol

As figuras a seguir representam fases da producgédo do lignocresol a partir da lignina
de Pinus sp. A metodologia descrita consiste basicamente na aplicagdo de um derivado de fenol
(p-Cresol) e um acido concentrado (&cido sulfurico, 72%) onde, o primeiro realiza a solvatacéo
da lignina e o segundo promove separacdo de fases em aquosa, composta por carboidratos
residuais e organica, composta pelos derivados de lignofenol, os quais resultardo no lignocresol.

Inicialmente a producdo, pode ser observado que com a adi¢do do derivado fenol e
posteriormente o acido, inicia-se uma separacao de fases como descrita anteriormente (Figura
6). A separacdo completa das duas fases pode ser melhor observada apds a primeira
centrifugacdo, onde a fase orgéanica encontra-se no sobrenadante e apresenta coloragdo muito
escura se comparada a fase aquosa, transldcida. (Figura 7).

O sobrenadante pipetado gota a gota em éter etilico promove a formagdo de um
precipitado aquoso (Figura 8), onde esta presente o composto lignocresol, o qual € recuperado
pela segunda centrifugacdo. Pode-se observar claramente a separacdo entre o precipitado
aquoso e o sobrenadante, este Ultimo composto basicamente por éter etilico, acido sulfarico e

parte de p-Cresol (Figura 9).



Figura 6. Inicio da separacéo de fases ap06s adicao de acido sulfirico.

Figura 7. Resultado da primeira centrifugagéo da sintese de lignocresol.
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Figura 8. Pipetagem gota a gota da fase orgénica (12 centrifugacdo) em éter etilico.

Figura 9. Resultado da segunda centrifugacdo da sintese de lignocresol.
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O lignocresol presente no precipitado é extraido com acetona e o volume da solucdo é reduzido

com auxilio de um evaporador rotativo (Figura 10) e entdo seco em estufa (Figura 11).

Figura 10. Redugdo da amostra por Rotaevaporador em banho maria.

Figura 11. Lignocresol apds secagem em estufa.
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3.2 Adsorcéo de TpBgll and TpBgl3 em lignocresol e lignina

Os resultados obtidos entre a adsorc¢éo de lignocresol e lignina com TpBgll e TpBgI3
podem ser confirmados devido a auséncia da enzima no sobrenadante em alguns pontos de
concentracdo. A Figura 12 mostra que o lignocresol tem uma maior capacidade de adsorcéo do
que a lignina. O melhor ponto de adsorcdo foi observado para TpBgll e TpBgl3 nas
concentracdes enzimaticas abaixo de 0,3 e 0,4 mg / mL, respectivamente (Fig. 12).

A adsorcdo do lignocresol as B-glicosidases pode ser explicada inicialmente por
principios de interacBes superficiais. Isto é, sabe-se que muitos processos de adsorcdo
improdutiva entre B-glicosidases e lignina ocorrem por interacdes hidrofébicas superficiais
entre ambas as moléculas. Sendo assim, enzimas, de modo geral, apresentam certas forcas de
interacdo devido aos seus residuos hidrofobicos. Portanto, discute-se que, fixada a concentracao
de lignocresol em 10 mg/mL, até certo ponto de concentracdo enzimatica adicionada para
interacdo, toda a area superficial do lignocresol consegue receber B-glicosidases para adsorcéo.
Contudo, ap6s certo ponto de concentragdo, cujo ponto consiste em 0,25 e 0,40 mg/mL para
TpBgll e TpBgl3, a superficie do polimero estara completamente ocupada pelas enzimas,
impedindo novas adsor¢des, decaindo a porcentagem adsorvida.

Ensaios de adsorcdo utilizando somente lignina ndo modificada apresentaram
resultados (%) muito inferiores aos de lignocresol, comparados também em concentracdes
inferiores como demonstradas anteriormente (pontos 0,25 e 0,40 mg/mL), sendo ausente
adsorcdo de lignina a TpBgll e adsorcao de lignina a TpBgl3 de 70-50%. A menor adsor¢do
da lignina era esperada para ambas as enzimas, uma vez que o lignocresol sintetizado é
submetido ao sistema de separacdo de fases (FUNAOKA,2013). Esta metodologia permite
modificagdes fisico-quimicas da lignina, levando ao aumento de hidroxilas fendlicas em sua
composicao, o que resulta no lignocresol muito mais hidrofobico que sua molécula de partida,
a lignina. Sendo assim, supde-se que tais modificagdes auxiliam no momento da adsor¢do com
as enzimas, possivelmente pela contribuicdo a caracteristica hidrofébica superficial ao
lignocresol (SAMMOND et al., 2014).

Em um estudo de lignocresol proveniente de madeira de gimnosperma e angiosperma
em interacdo com um coquetel enzimatico, mostrou que a capacidade de adsorcdo de
lignocresol de Eucalipto (angiosperma) foi menor que o lignocresol de Hinoki (gimnosperma),
provavelmente porque o lignocresol de Eucalipto € mais hidrofilico devido ao menor massa

molecular e estrutura linear com mais grupos fenolicos hidroxilo (KOBAYASHI.et al.,2014).
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Figura 12. Porcentagem de TpBgll (GH1) e TpBgl3 (GH3) adsorvida para diferentes concentracdes iniciais de
lignocresol e lignina ndo modificada. LC-Lignocresol, LG- Lignina

Pode-se notar que a adsorcdo de TpBgl3 ao lignocresol € maior em comparagdo com
TpBgll. Isto poderia ser relacionado comparando o tamanho de ambas as enzimas, TpBgl3 tem
area de superficie maior que TpBgll. Além disso, TpBgI3 tem o dominio semelhante a
fibronectina (Fnlll) , cujo papel na adsorcao de substratos ndo é completamente elucidado (DA
SILVA, et al.,2016; POZZO et al.,2010; MCANDREW, et al., 2013).

Este dominio pode estar relacionado ao reconhecimento de pequenos substratos e na
ligagdo de grandes polimeros (POZZO et al.,2010; MCANDREW, et al., 2013). Da Silva e
colaboradores (2016), mostraram que este dominio em pH 4, possivelmente adquire cargas
positivas e a adsor¢do pode ser explicada principalmente por interacGes eletrostaticas entre as
preparagdes de lignina utilizadas nos experimentos com TpBgl3. Este € um indicativo que esta
area adicional em TpBgl3 pode contribuir para a superficie hidrofobica e uma melhor interagéo
entre enzima e lignocresol e assim adsorvendo melhor que TpBgll. Estudos com Fnlll de -

glucosidase AnBgll de Aspergillus niger mostra que este dominio € essencial para ancorar a
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enzima na matriz de lignina. Embora ndo haja especificidade na complexacdo entre Fnlll e
lignina. Além disso, no dominio Fnlll existem importantes sitios de ligacdo em dimeros de
lignina formando uma gaiola hidrofobica por residuos aromaticos e argininas (LIMA, et al.,
2013).

Vale ressaltar que, como demostrado por Sammond e colaboradores (2014), a melhor
contribuicdo a interacdo por hidrofobia consiste em area superficial e ndo a quantidade de

residuos hidrofobicos presentes na proteina.

3.3 Influéncia do pH na adsor¢ao das [-glucosidades em lignocresol e lignina

As medidas ELS (Dispersdo de Luz Eletroforética) foram realizadas para determinar o
potencial zeta médio ({) das amostras de lignina e lignocresol. Os resultados demonstraram que
lignocresol e lignina apresentam potencial-zeta (mV) negativo entre a faixa de pH 4 a 7 (Figura
13). Vale ressaltar que, entre o pH 5 a 7, o lignocresol apresenta valores maiores negativamente
se comparado a lignina.

Da Silva e colaboradores (2016), encontraram os mesmos resultados em ligninas ndo
modificadas de cana-de-agucar e eucalipto. Ambos foram negativos nos pHs observados em
nosso trabalho, pH 4 e 6. No mesmo estudo, os autores relatam que a carga superficial de p-
glicosidases (TpBgll e TpBgl3) séo afetadas pelo pH. Em pH 7 e 6, ambas as B-glicosidases
adquirem cargas negativas muito semelhantes, enquanto em pH 4 as B-glucosidases adquirem
uma carrega positiva. Assim sendo, estes dados podem nos demonstrar que, além de interacdes
superficiais, a adsorcao de lignocresol as enzimas, pode também estar relacionada as influéncias
eletrostaticas das moléculas.

Esta discussdo pode ser sustentada pelo fato de que a interacdo entre lignocresol e
TpBgl3 apresenta baixa diferenca entre a interacdo do lignocresol com a mesma enzima, o que
contrasta da interagéo entre lignocresol e TpBgl1 e lignocresol e TpBgl1, que apresenta grande
diferenca adsortiva. Observa-se que a presenca de cargas negativas (potencial zeta) para
lignocresol/lignina em pH 4 é a mesma, de -11,5 mV. Por isso, a diferenca eletrostatica entre
lignocresol ou lignina mantém-se a mesma durante interacdo com a TpBgl3 neste pH, que
consiste no pH otimo para enzima utilizado nos ensaios. Em contrapartida, em pH 6 utilizado
para a TpBgl1 por ser seu pH 6timo, o lignocresol apresenta-se com mais cargas negativas que
a lignina de Pinus spp., cerca de -17,07 mV de diferenca. Por este motivo e, neste momento,
respeitando os principios de interacdo mediada por condicdes eletrostaticas, a enzimamTpBgl1

adsorve menos com a lignina do que com o lignocresol e, por isto, a grande diferenca entre
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Como discutido anteriormente, a adsor¢do de TpBgl3 ao lignocresol € maior em
comparagdo com TpBgl1. A TpBgl3 possui o dominio Fnlll , Da Silva e colaboradores (2016),
mostraram que este dominio em pH 4, possivelmente adquire cargas positivas e a adsor¢do pode
ser explicada principalmente por interacfes eletrostaticas entre as preparaces de lignina
utilizadas nos experimentos com TpBgl3. Este é um indicativo que esta area adicional em
TpBgl3 pode contribuir para a superficie hidrofobica e uma melhor interacdo entre enzima e
lignocresol e assim adsorvendo melhor que TpBgl1.

Desta forma, os dados apresentados neste trabalho sdo consistentes com o modelo
anterior de como as B-glicosidases adsorvem no lignocresol onde interacGes eletrostaticas e
hidrofébicas contribuem ao mecanismo de adsorcdo. Na figura 14, mostra a dindmica de
adsorcdo da TpBgll e TpBgl3 em lignocresol. Enquanto a TpBgll tem sua adsor¢do ao
lignocresol devido as interacdes hidrofdbicas a TpBgl3 € por meio também desse mecanismo e
por interacOes eletrostaticas corroborando com os dados apresentados anteriormente aonde
TpBgl3 adsorve melhor que a TpBgl1. Portanto, tomando-se que as interagdes séo influenciadas

por caracteristicas eletrostaticas, e ndo apenas por hidrofobicidade superficial.
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Figura 13. Potencial Zeta do lignocresol (LC) e lignina (LG) em fun¢éo do pH.
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Figura 14. Modelo esquematico da interagdo entre o lignocresol e lignina com as B-glicosidases. Os

resultados mostram que os mecanismos eletrostaticos contribuem para a adsorcdo (Adaptado Da Silva et al.,2016)

3.4 Influéncia de um meio rico em glicose na adsorg¢do de [-glucosidases no lignocresol

A adsorc¢do de B-glicosidases no lignocresol com diferentes concentracdes de glicose
foram analisados para determinar se os produtos de hidrélise afetariam o mecanismo de
adsorcéo de lignocresol. A escolha das concentragfes de glicose foi baseada em nossos estudos
de hidrolise enzimatica (capitulo 3). A figura 15 mostra que a adsorcdo das enzimas ndo €

afetada pela presenca de glicose no meio.
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Figura 15. Avaliagdo a capacidade de adsorcdo de TpBgll e TpBgl3 em lignocresol na presenca de glicose +
CMC.
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Maurer e colaboradores (2012), mostraram que a glicose ndo compete com as enzimas
para os sitios de ligagOes ativos presentes na superficie dos substratos celulésicos,
consequentemente, ndo interferindo na adsorcdo das enzimas. Em nossos estudos, mostramos

gue o0 mesmo ocorre para lignocresol.

3.5Atividade enzimatica de [-glicosidases em lignocresol
Ap6s a adsorcdo de B-glicosidases em lignocresol, determinou-se a enzima atividade do

complexo LC-enzimas (Fig. 16).
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Figura 16. Efeito do efeito de adsor¢éo na atividade enzimatica das -glicosidases.

O complexo lignocresol-TpBgll demostrou cerca de 20% de atividade da enzima livre.
Estes dados sugerem que o TpBgll ndo perde inteiramente a funcéo e atividade enzimatica
quando imobilizada. Por outro lado, o TpBgl3 perde completamente a funcionalidade. Esta
perda total de atividade pode ser explicada pela ligacdo estavel de TpBgl3 em lignocresol pelas
interacOes hidrofdbicas e eletrostaticas, como mostrado em nossos resultados.

Possivelmente com TpBgll ocorre descolamento dessas enzimas do complexo com o
lignocresol quando misturado no tampéo devido a sua interacdo mais fraca, estudos relatam que

uma pequena liberacdo de celulase adsorvida em lignocresol ocorre quando o complexo é
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misturado no tampéo acetato fresco. Mas o autor afirma que a atividade enzimatica é estimada
utilizando o complexo lignocresol-celulase em vez da celulase destacada da solugéo
(NONAKA et al.,2011). Por outro lado, estudos de Nonaka e colaboradores (2011) relatam que
em lignocresol de Eucalipto em estudos de hidrolise enzimatica com coquetel enzimético houve
inibicdo de celobiose e uma possivel explicagdo seria porque B-glicosidase é mais facilmente
desativada em lignocresol. Trabalhos com lignina, mostram que sua adsorgdo com coquetel
enzimatico, também nao ocorre atividade de B-glicosidase. Esse resultado pode afirmar que o
lignocresol adsorve de uma forma semelhante a lignina (KO et al.,2015).

No entanto, quando as enzimas sdo imobilizadas, suas propriedades fisicas e quimicas
podem mudar, efeitos na estabilidade, propriedades cinéticas e especificidade além da
produtividade da enzima deve ser considerada (CARDOSO & CASS,2009). Existem
altercacdes no comportamento da enzima imobilizada quanto a sua forma nativa, e sdo pelos
seguintes fatores: modificagdo conformacional da enzima devido a alteracdo na estrutura
terciaria do sitio ativo; efeitos estereoquimicos - a enzima € imobilizada em uma posi¢do em
gue o sitio ativo é relativamente inacessivel; efeitos micro ambientais- que sdo resultado do
método de imobilizacdo escolhido ou da natureza da enzima (CARDOSO & CASS,2009). Estes
fatores podem influenciar nas propriedades da enzima quando imobilizada, levando a um
diferente comportamento do esperado. A atividade enziméatica do complexo é baixa, mas
mesmo assim, o lignocresol ¢ eficiente na imobilizacdo enziméatica. Contudo, novos estudos de

atividade enzimatica serdo avaliados em trabalhos futuros.

4.Concluséo

e Os dados mostraram que as B-glicosidases pode ser adsorvidas no lignocresol através
de diferentes mecanismos, como por interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas.

e A glicose no meio reacional nas condi¢fes estudadas ndo interfere na adsorcdo das
enzimas ao lignocresol.

e TpBgll complexado ao lignocresol mantém uma atividade enzimatica residual.

e No entanto, ainda sdo necessarios estudos de atividade enzimatica apds a adsor¢do em
lignocresol. Esses estudos podem ser Gteis no campo de conversdo de polissacarideos

estruturais de plantas em bioenergia.
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Capitulo 3

Capacidade de Adsorcéo e Funcionalidade de Celulases
adsorvidas em Lignocresol
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Resumo

Enzimas chamadas celulases sdo responsaveis pela degradacao da celulose, principal composto
presente nas células vegetais. As enzimas que fazem parte desse grupo sdo as endo-1,4-p-D-
glucanase (EC3.2.1.4), exo0-1,4-B-D-glucanase (EC3.2.1.91) e B-glicosidase (EC3.2.1.21) essas
enzimas trabalham sinergicamente agindo sobre o polimero de celulose e sdo geralmente
produzidos por microrganismos. Essas enzimas possuem grande potencial biotecnologico e
além da producdo de etanol sdo utilizadas em varios processos, como por exemplo, na industria
téxtil, de bebidas, nutricdo animal, entre outras. Mas um fator limitante é o alto custo dessas
enzimas. Portanto, os estudos de imobilizacdo s&o de grande importancia. Os gastos envolvendo
utilizacdo de enzimas em diversos bioprocessos € uma das principais despesas para as empresas
atualmente. E fato que, cada vez mais, as empresas que desenvolvem tais enzimas tentam ao
maximo a reducdo de custos envolvidos na producdo destas. Entretanto, nem todas medidas
tomadas séo eficientes na reducdo de custos. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo principal a confeccdo de uma suspensdo de lignocresol para reciclagem ou
reaproveitamento enziméatico em bioprocessos. Para a sintese desse composto, foi utilizada a
metodologia do sistema de separacdo de fases e para comprovacdo da formacdo do complexo
(lignocresol-enzima) e atividade enzimatica do coquetel enzimatico Cellic CTec3 da empresa
Novozymes foram utilizados, respectivamente, o0 método de Bradford e o método DNS (&cido
dinitrosalicilico). Os resultados obtidos no presente trabalho, comprovam que o lignocresol
sintetizado adsorve eficientemente Cellic CTec3 e que o complexo lignocresol-celulase possue
uma atividade enzimatica residual em comparacdo a celulase livre. Os resultados mostram
também que o complexo formado é estavel, ou seja, apos o periodo de 4 dias ainda héa atividade
enzimatica. Sendo assim, o lignocresol apresenta-se como um grande candidato a aplica¢do em
recuperacdo ou imobilizacdo enzimatica.

Palavras-chave: Lignina, lignocresol; celulases; hidrélise enzimatica
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1.Introdugéo

A biomassa lignoceluldsica é matéria-prima para a producdo de energia e produtos
quimicos de valor agregado como, por exemplo, a producao de etanol. E um recurso renovavel,
biodegradavel e favoravel para o meio ambiente (CHEN, et al.,2017; CHEN, et al.,2017,
SAGUES, et al.,2018; YU, et al.,2017). Essa biomassa € um material complexo composto por
celulose, hemiceluloses e lignina (DA SILVA, et al.,2016) A celulose é um polissacarideo de
cadeia linear homogéneo, consistindo de unidades de celobiose ligadas por ligacGes
glicosidicas, enquanto a hemicelulose é um polissacarideo heterogéneo composto por pentoses,
hexoses e acidos urdnicos (BALAT, et al.,2008). A lignina é uma macromolécula
tridimensional amorfa ndo polissacaridica encontrada em associa¢do com fibras de celulose e
hemicelulose na parede celular de vegetais, caracterizando a rigidez estrutural. Os precursores
da lignina sdo compostos por unidades fenilpropandides, unidas por ligacdes tridimensionais
C-O-C e C-C, formadas através da polimerizacdo de monémeros fendlicos tais como, alcoois
cumarilico (p-hidroxifenil “H”), coniferilico (guaiacil “G”) e sinapilico (siringil “S”) (GUO, et
al.,2017; VANHOLME, et al.,2010). Na conversdo da biomassa lignoceluldsica, ha a
necessidade de uma etapa de pré-tratamento da biomassa vegetal para aumentar o acesso da
celulose a acdo da atividade celulolitica das enzimas durante a hidrolise enzimatica (ZHANG,
et al.,2012; NASIPOUR, et al.,2014). A hidrélise enzimatica compreende uma etapa de
adsorcdo das celulases no material lignocelulésico, mas a presenca de residuos de lignina pode
levar a adsorcao improdutiva de enzimas. Esse processo ocorre devido ao carater hidrofobico
da lignina, que pode expor o nucleo hidrofobico das celulases ao ponto de inativacdo
(ECKARD, et al.,2013).

O setor industrial de papel e celulose é o que mais cresce no Brasil, e recentemente
alcancou o posto de quarto produtor mundial. Esse fato se da pelos altos investimentos na
producdo (SOUZA, et al.,2018). Cerca de 80% das pastas celuldsicas geradas neste setor
industrial brasileiro sdo pelo cozimento Kraft (sulfato), um dos processos quimicos alcalinos
existentes (GROSSI, 2002). Este método € utilizado para a obtencdo de celulose atraves da
“polpagao” da madeira ou bagaco, e tem como objetivo principal a individualizagéo das fibras
de celulose através da dissolucdo da lignina em solugdo contendo sulfatos (GOMES, 2009).
Um subproduto gerado pelo processo de cozimento Kraft é o licor negro. Em sua composicéo
ha: celulose, hemiceluloses, sais de sddio e calcio, e lignina (CHRISTOPHER, 2013).

Assim, a partir da lignina, do licor negro do processo de cozimento Kraft proveniente
da industria de papel e celulose pode-se obter um polimero chamado lignocresol, composto de

unidades de 1,1-bis (aril) propano, que preservam caracteristicas da lignina (MIKAME &
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FUNAOKA,2006). Este composto € sintetizado utilizando o sistema de separacédo de fases, que
consiste no uso de acido concentrado e um derivado de fenol (FUNAOKA & ABE,1989;
FUNAOKA, et al.,1995; FUNAOKA,2013).

Nesse contexto, avaliamos a adsorcdo de celulases com o lignocresol e a sua
funcionalidade ap6s a formacdo do complexo através de experimentos que avaliaram as

atividades enzimaticas dessas enzimas adsorvidas.

2. Metodologia

2.1 Enzima
O complexo de celulases utilizado foi Cellic CTec3®, um coquetel enzimatico
produzido pela empresa Novozymes, cedido gentilmente por uma empresa nacional de papel e

celulose.

2.2. Sintese do Lignocresol

Para a sintese do lignocresol sera utilizada a metodologia do sistema de separacdo de
fases, descrita anteriormente por Funaoka (1998). 1 g de lignina do tipo Indulin AT comercial
(LK) extraida a partir do liquor residual do processo Kraft em Pinus sp., cedida gentilmente
pela empresa MWV (MeadWestvaco Corporation), fora colocada em um frasco de reacdo. 10
mL de p-Cresol (10 mL/g de lignina) foram adicionados em leve agitagdo com a méo por cerca
de 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 20 mL de &cido sulfarico 72% (20 mL/g de
lignina) sob agitacdo vigorosa por 1 hora. Todo o volume presente no frasco fora transferido a
um tubo falcon de 50 mL para centrifugacdo da amostra (12 centrifugacdo) por 20 min a
temperatura ambiente (4000 rpm).

O sobrenadante formado fora retirado do falcon e pipetado gota a gota em um volume
de 200 mL de éter etilico frio sob vigorosa agitacdo (utilizado para remocéo do acido e parte
do p-cresol). O precipitado aquoso formado serd recuperado por centrifugacdo (22
centrifugacdo) a 5°C (4000 rpm) por 20 min e o sobrenadante descartado. O lignocresol
presente no precipitado sera extraido com 80 mL de acetona e o volume da solucdo sera
reduzida a, aproximadamente, 10 mL com auxilio de um Rotaevaporador (Fisatom modelo 804)

a40°C e rotagdo de 150 rpm.
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Ap0s reducdo, a solugdo fora, novamente, pipetada gota a gota em 200 mL de éter etilico
frio sob vigorosa agitacdo e a amostra centrifugada (32 centrifugacdo) por 20 minutos a
temperatura ambiente (4000 rpm). O sobrenadante sera descartado e o pellet de lignocresol sera

seco em estufa a 50°C por 3 horas.

2.3. Adsorcéo das celulases em lignocresol

40 mg de lignocresol foi completamente disperso em 2,0 mL de tampdo citrato de sédio
(50 mM, pH 4,8) em microtubo (2,0 mL). Para formar a suspenséo a amostra foi colocada em
um sonicador (Sharp UT-205S, 200 W) com aquecimento por 1 hora. O coquetel enzimético
Cellic Ctec 3 foi adicionado numa concentracgdo final de 0,5 mg / ml (FPU 0,250 mg/mL). A
mistura foi agitada durante 20 min a temperatura ambiente num agitador (30 rpm) para permitir
que a adsorcao da celulase atingisse o equilibrio. Apo6s adsorcdo, a mistura foi centrifugada
durante 20 min a 1000 rpm. A concentracdo de proteinas ndo adsorvidas no sobrenadante foi
medida usando um método de Bradford (1976). A quantidade de enzima adsorvida foi calculada
subtraindo a quantidade de enzima restante no sobrenadante da quantidade total de enzima

adicionada.

2.4 Estabilidade do complexo lignocresol-celulase

Apés a adsorcdo da enzima no lignocresol, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido usando uma pipeta. O complexo foi armazenado a -4 ° C. Sendo assim, foram feitos
ensaios de atividade enzimatica do complexo por 4 dias seguidos com o objetivo de verificar
sua estabilidade. A quantidade de acucares redutores foi determinada utilizando o método do
acido dinitrossalicilico (DNS) (GHOSE,1987).

Foi adicionado 1,0 mL do tampéo citrato de sédio (50 mM, pH 4,8) em tubos de ensaio,
colocados a 50 ° C para estabilizar a temperatura da reacdo. Depois, o complexo lignocresol-
celulase foi colocado em um tubo com 50 mg de tiras de papel de filtro Whatman N ° 1. Em
seguida, foi incubado a 50 ° C por 60 min. No final do periodo de incubacéo, foi removido 0s
tubos de ensaio e a reacdo enzimatica foi parada adicionando imediatamente 3,0 mL de
reagente DNS. A absorbancia foi determinada usando um espectrofotdmetro a 540 nm.

De acordo com Ghose (1987), foi necessério realizar diluicbes a fim de se obter
amostras as quais liberassem acima e abaixo de 2,0 mg de agucar por 0,5 mL. Ao encontraras
diluicdes, e com o auxilio da curva padréo identificou-se a concentragdo que liberasse 2,0 mg

de acgucar por 0,5 mL de solucgéo.
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2.5. Hidrdlise enzimatica de celulases em papel de filtro imobilizadas em lignocresol

Para a sacarificacdo do substrato sélido, em papel de filtro, foram adicionados 10 mg de
papel de filtro Whatman No. 1 e 1,0 mL de tampéo citrato de sddio (50 mM, pH 4,8) ao
microtubo de 2,0 mL. Os microtubos foram agitados durante 30 min, 1 h, 1: 30 h,2h,4he 8
h, utilizando um agitador mantido a 50 ° C. Apo0s a hidrolise enzimatica do papel de filtro, o
sobrenadante foi filtrado através de um filtro de 0,45 um. A redugdo das concentragdes de

acucar em cada amostra de filtrado foi determinada pelo método DNS como descrito acima.

3.Resultados e Discussdo

3.1Adsorcéo das celulases em lignocresol

As quantidades de celulase adsorvidas na lignina ndo modificada e no lignocresol foram
comparadas na Fig.1. Os resultados obtidos entre a adsor¢do de lignina ndo modificada e
lignocresol com celulases podem ser confirmados devido a auséncia da enzima no
sobrenadante. Diluicdes de celulase foram utilizadas para os ensaios de adsorcdo e a
concentracdo em 0,5mg/ ml de celulase foi a mais eficiente. Porque quanto maior a quantidade
de celulase colocada, o processo de adsorcdo é saturado (NONAKA, et al.,2011). A menor
adsorcdo de lignina ndo modificada era esperada para ambas as enzimas, uma vez que 0
lignocresol sintetizado é submetido ao sistema de separacdo de fases (FUNAOKA,1998).
Segundo Funaoka (1998), essa metodologia permite modificacdes fisico-quimicas da lignina,
levando a um aumento de hidroxila fendlica em sua composicéao, o que resulta em polimeros de
lignocresol muito hidrofébicos.

Os grupos funcionais existentes na lignina desempenham um papel essencial na
adsorcdo. A presenca ou ndo desses grupos influenciam diretamente na adsorcdo com as
enzimas. Por exemplo, quando ha presenca de acidos carboxilicos e grupos hidroxila
alifaticos a lignina tera uma caracteristica mais hidrofilica, diminuindo assim a adsorc¢do de
celulases a essa macromolécula. Quando a lignina em sua estrutura tem grande quantidade de
grupos hidroxilas fendlicas, o oposto acontece ja que essa macromolécula tera alta
hidrofobicidade e assim adsorvendo mais enzimas (NAKAGAME, et al.,2013; BERLIN, et
al.,2006; RAHIKAINEN, et al.,2013). As estruturas da lignina se diferem de um material
lignocelulosico para outro, isso se deve as mudangas estruturais tomadas devido as diferentes
proporcoes e tipos de precursores em sua composi¢do, bem como, durante o isolamento das

paredes celulares (MORALIS, 1987 e 1992), o que acarreta tipos de biomassas
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lignocelulosicas com diferentes ligninas e assim também possuem diferentes capacidades de
adsorcéo (KO, etal.,2014; GUO,et al.,2014). O mesmo ocorre com o lignocresol. Em um estudo
com lignocresol de diferentes materiais vegetais em interacdo com um coquetel enzimatico, a
capacidade de adsorcdo de lignocresol de folhosas foi menor que a de coniferas, provavelmente
porque o lignocresol de Eucalipto € mais hidrofilico devido ao menor peso molecular e estrutura
linear com mais grupos hidroxila fendlicos (KOBAYASHI, et al.,2014).

Estudos mostram que a presenca dos dominios de ligacdo a carboidratos (CBMs -
carbohydrate-binding modules) das celulases podem, também, causar o efeito da adsorcao
improdutiva (RAHIKAINEN et al., 2013). Esse mecanismo esta presente, principalmente em
endoglucanases e celobiohidrolases. O CBM interage com a superficie da celulose pela
presenca dos residuos de aminoacidos hidrofobicos presentes em sua superficie, que séo
possivelmente 0os mesmos residuos responsaveis pela interacdo da lignina (LINDER, et
al.,1995; RAHIKAINEN, et al.,2013). Entdo, o CBM tem como funcdo a aproximacao entre
dominio catalitico das celulases e a superficie da celulose, aumentando assim a acao da enzima

sobre o substrato insolavel.
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Figura 1. Adsorcdo de celulases pelo lignocresol.

O pl (ponto isoelétrico) € um ponto importante que deve ser considerado no mecanismo
de adsorcdo. A carga elétrica apresentada pelas celulases pode influenciar na interacdocom a
lignina pois gera repulsdo ou atracdo eletrostatica com essa macromolécula, que é geralmente
carregado negativamente (Nakagame, et al., 2011). Estudos prévios mostram gue o lignocresol,
em pH 4,8, tem o pl mais negativo que a lignina (BARDUCO et al.,2019). Nonaka e
colaboradores (2011), mostram o efeito do pH na adsorcéao de celulases de Trichoderma reesei
em lignocresol, 0 maximo de adsorcdo observado foi em torno de pH 2 ~5 corroborando com
0S N0ssos resultados em que os ensaios foram conduzidos a pH 4.8. Esse fato se deve pelo pl
que as celulases possuem, entre 4,6 e 6,4, deste modo as enzimas com pl baixo estardo neutras
enquanto que as enzimas com pl alto estardo carregadas positivamente em pH 4,8 — 5,0 (KO et
al., 2014).

O lignocresol adsorve mais celulases em comparacdo com a lignina, ndo apenas pela
hidrofobicidade, mas também porque apresenta uma quantidade mais significativa de cargas
negativas em sua estrutura.
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3.2. Estabilidade do complexo lignocresol-celulases

A Figura 2 mostra a estabilidade do lignocresol ap6s adsorcdo com as celulases. A
quantidade de acUcares redutores foi determinada usando o método do acido dinitrossalicilico
(DNS) (GHOSE, 1987)

25 -
’ I Controle

BN Coguetel + LC

—

Glicose (ma/ml)

2 3 4
Tempo (dias)

Figura 2. Estabilidade do complexo lignocresol-celulase. A quantidade de glicose foi determinada utilizando o
acido dinitrosalicilico (DNS), foi utilizado 0,4 mg de celulase misturada com 40 mg de lignocresol (LC) e 0,4
mg de celulase nativa livre.

O lignocresol € estavel ao longo de quatro dias ap6s a formacéo do complexo com as
celulases. Embora a producdo de agucares redutores tenha diminuido quando a celulase foi
adsorvida sobre o lignocresol, a celulase manteve atividade enzimatica para ser utilizada. A
perda da atividade enzimatica pode ser explicada pelo fato de que as enzimas podem se
desprender do lignocresol dentro da solugdo com o tampdo (NONAKA et al., 2011).

Nonaka et al., 2011 mostram em seus estudos que a celulase comercial derivada de
Trichoderma reesei foi facilmente imobilizada em lignocresol com uma atividade enzimatica

de cerca de 60% em comparacdo com a celulase livre. Mostram ainda que a celulase néo se
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separou significativamente do lignocresol quando misturado com tampdo acetato, indicando

que a celulase imobilizada por adsorcdo fisica simples é estavel.

3.3 Sacarificacdo em papel de filtro por celulases imobilizadas em lignocresol

A Figura 3 mostra a quantidade de acucares redutores produzidos através da
sacarificacdo de papel de filtro por celulases imobilizadas em lignocresol. A producdo de
acucares redutores aumentou gradualmente com o tempo de sacarificacdo. Os desempenhos da
hidrolise enzimatica das celulases imobilizadas com lignocresol foram de aproximadamente
33% da celulase nativa livre. Quando a enzima interage com o lignocresol, ha perda da atividade
da celulase, semelhante a lignina ndo modificada (KO, et al.,2014). Nonaka et al. (2014),
mostram que, com base na quantidade de agucares redutores produzidos na hidrélise de papel
de filtro de celulases adsorvidas em lignocresol, a atividade foi de aproximadamente 30% e
45% (lignocresol de folhosas e coniferas, respectivamente) comparada a celulase nativa livre.
Neste estudo, 0s autores também mostram cromatogramas de hidrolisados ap6s a sacarificacdo

do papel de filtro por 0,5 a 8 horas.
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Figura 3. Quantidade de acucares redutores produzidos por sacarificacdo de papel de filtro a 50 ° C ao longo
de 8h catalisada por 0,45mg/ml de celulase misturada com 40 mg de lignocresol (LC) e 0,5 mg/ml de
celulase nativa livre.
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O baixo desempenho da hidrélise do complexo enzimatico lignocresol também pode ser
correlacionado com o contato com o papel de filtro, que foi fisicamente limitado pelo
lignocresol (NONAKA, et al.,2014). Outra possibilidade é que as celulases adsorvidas na
lignina hidrofobica possam apresentar alteracdes conformacionais, como desdobramento e
desnaturacdo (BOERJESSON, et al.,2007). A hidrolise enzimatica do complexo é baixa, mas,
mesmo assim, o lignocresol é eficiente na adsorgdo enzimatica. No entanto, mesmo com uma
diminuicdo da atividade enzimatica, ainda é mantida atividade suficiente para a hidrolise de
substratos sélidos em laboratério. Estudos com biomassa em condi¢6es industriais ainda sdo

necessarias para comprovar a eficiéncia do lignocresol.

4.Concluséo
e O coquetel enzimatico Cellic Ctec 3 foi totalmente adsorvido pelo lignocresol,
e O complexo enzimatico lignocresol apresentou estabilidade, mantendo atividade
enzimatica por quatro dias.;
e A hidrolise enzimatica por papel de filtro foi de 33% em comparagdo com a celulase
nativa;
e Estes resultados indicam que adsorvidas com o lignocresol as celulases mantem uma

baixa atividade.
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Capitulo 4

Avaliacao da capacidade de adsorcao de lignocresol
proveniente de bagaco de cana-de-acucar.
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Resumo

No presente trabalho, o lignocresol foi avaliado como método de imobilizacdo e reciclagem
enzimatica. Lignina € uma macromolécula tridimensional amorfa encontrada na parede celular
de plantas que estdo em associacdo com fibras de celulose e hemiceluloses. E composta de
unidades fenilpropandides formadas por polimerizacdo de mondmeros fendlicos. Essa
macromolécula interage com a superficie hidrofébica de celulases, causando a adsorcéo
improdutiva. Com isso, gastos envolvendo o uso de uma variedade de enzimas sdo uma despesa
importante para as empresas. E fato que, cada vez mais, as empresas que desenvolvem enzimas
tentam maximizar a reducdo dos custos envolvidos na producdo. No entanto, nem todas as
medidas tomadas séo eficazes. Com base nesta propriedade da lignina, foi desenvolvida uma
solucdo de lignocresol sintetizado a partir de bagaco de cana-de-agucar, que foi isolada através
do extrator Soxhlet (dgua / etanol). Foi realizado o processo de separacdo de fases para a
obtencdo do lignocresol. A adsorcdo foi feita com o coquetel enzimético Cellic Ctec2
(Novozymes). Os resultados mostram que o lignocresol sintetizado adsorve as enzimas e
apresenta-se como um candidato para aplicacdo em recuperacdo ou imobilizacdo enzimatica,
porém, experimentos de hidrolise enzimatica indicam que as enzimas quando interagem com
o lignocresol perdem a atividade provavelmente pelo processo de imobiliza¢do exigindo mais

estudos sobre esse processo de recuperacao.

Palavras- chave: Lignina.Lignocresol.Cana-de-agucar.enzimas
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1.Introdugéo

O Brasil € 0 segundo maior produtor de etanol, produzindo 28% do total mundial,
apenas atras dos Estados Unidos, que é o primeiro, e responsavel por 57,5% da producdo
(RFA,2015). Na altima safra 2017/2018, mais de 630 milhdes de toneladas de cana- de- agucar
foram produzidos no Brasil, gerando 27,8 bilhGes de litros de etanol (CONAB, 2018).

Uma das etapas para producéo do etanol 2G € a hidrolise, e essa pode ser por rota acida
e a enzimatica. A hidrolise é importante para a quebra das ligacoes de celulose. Os processos
acidos sdo eficientes e mais baratos, porém, geram subprodutos inibidores da fermentac&o, além
disso, em alguns casos, € necessario 0 uso de altas temperaturas e/ou pressées. Deste modo, a
hidrolise enzimatica é o alvo de estudos, ja que gera maiores rendimentos e é feita a pressao
ambiente, sem formac&o de subprodutos indesejaveis. Contudo existem limitacGes, como o alto
custo das enzimas, o qual pode ser contornado com o uso da imobilizacdo das enzimas, o que
pode viabilizar economicamente o processo. (RABELO, 2007).

A aplicacdo de celulases imobilizadas na hidrolise enzimatica gera vantagens para o
processo, sendo uma das principais, a reutilizagdo de enzimas, permitindo uma maior producao
de acucar por massa de biocatalisador, mas também, as problematicas em relacdo ao custo,
estabilidade e recuperacdo das enzimas sdo grandes desafios para viabilizar técnica e
economicamente 0 método (PEREIRA,2019).

A partir dessas consideragfes, o trabalho tem como objetivo sintetizar uma solugdo de
lignocresol, a partir da lignina do bagaco de cana-de-agUcar afim de promover uma

imobilizacdo/recuperacdo dessas enzimas visando a reciclagem enzimatica.



94

2.Metodologia

2.1Sintese do Lignocresol

O bagaco de cana-de-acucar foi extraido com Soxhlet com agua por 24 horas, seguido
de uma segunda extracdo com etanol por 24 horas.Para a sintese do lignocresol foi utilizada a
metodologia do sistema de separagéo de fases, descrita anteriormente por Funaoka (1998).1g
de lignina foi colocada em um frasco de reagdo. 10 mL de p-Cresol (10 mL/g de lignina) foram
adicionados em leve agitacdo com a mao por cerca de 10 minutos. Em seguida, foram
acrescentados 20 mL de &cido sulfurico 72% (20 mL/g de lignina) sob agitac&o vigorosa por 1
hora. Todo o volume presente no frasco fora transferido a um tubo falcon de 50 mL para
centrifugacdo da amostra (12 centrifugacdo) por 20 min a temperatura ambiente (4000 rpm). O
sobrenadante formado foi retirado do falcon e pipetado gota a gota em um volume de 200 mL
de éter etilico frio sob vigorosa agitacdo (utilizado para remocao do acido e parte do p-cresol).
O precipitado aquoso formado foi recuperado por centrifugacao (22 centrifugacgdo) a 5°C (4000
rpm) por 20 min e o sobrenadante descartado. O lignocresol presente no precipitado foi extraido
com 80 mL de acetona e o volume da solucdo foi reduzida a, aproximadamente, 10 mL com
auxilio de um Rotaevaporador a 40°C e rotagdo de 150 rpm. Apoés reducdo, a solucao foi,
novamente, pipetada gota a gota em 200 mL de éter etilico frio sob vigorosa agitacdo e a
amostra centrifugada (32 centrifugacdo) por 20 minutos a temperatura ambiente (4000 rpm). O
sobrenadante sera descartado e o pellet de lignocresol sera seco em estufa a 50°C por

aproximadamente 3 horas.
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2.2 Adsorgéo de Celulases no Lignocresol

5 mg de lignocresol foram completamente dispersos com ajuda de um sonicador em
220 ul de tampao de Citrato de Sédio (50 mM, ph 4,8) em um microtubo (1,5 mL). O coquetel
enzimatico Cellic Ctec 2 adquirido da Sigma (St. Louis, MO) foi adicionado na concentracao
final de 1,9 g/ I. A mistura foi agitada vigorosamente durante 12 h a temperatura ambiente num
agitador (30 RPM) para permitir que a adsorcdo de celulase atingisse o equilibrio. Apos a
adsorcéo, a mistura foi centrifugada durante 20 min a 1000 rpm. A concentracdo de proteinas
ndo adsorvidas no sobrenadante foi medida usando um Kit colorimétrico de deteccdo de
proteinas o acido bicinchoninico (BCA) (Thermo-Scientific, Rockford, IL), e lido no
espectrofotbmetro a 595 nm. A quantidade de enzima adsorvida foi calculada subtraindo a

quantidade de enzima restante no sobrenadante da quantidade total de enzima adicionada.

2.3 Hidrolise Enzimética

Os experimentos de hidrolise enziméatica com o lignocresol de cana-de-agucar foram
realizados utilizando Solka Floc (5% p / v) e 0,5 mg de complexo de lignocresol (0,5% p / v).
O volume total foi de 1 mL, pH 4,8, em tamp&o de citrato de sddio 50 mM em um tubo de
centrifuga (1,5 mL). O controle foi realizado com Cellic Ctec 2 (8,4 FPU / mL) nas mesmas
condicdes. Apds a hidrdlise de 72h, as amostras foram centrifugadas (1000 rpm durante 20
minutos) e os solidos residuais foram lavados com 1000 pL de agua DI e reutilizados para
hidrolisar Solka Floc (5% p / v) durante 72 h de hidrolise que foi feita no mesmo tubo. Os

sobrenadantes foram analisados utilizando o kit D-Glucose Assay Kit (GOPOD Format).
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3.Resultados e Discussao

3.1Adsorc¢éo da celulase no lignocresol

A quantidade de celulase adsorvida no lignocresol é mostrada na figura 1. Valores
semelhantes de adsorcdo foram observados com Eucalipto. O lignocresol proveniente de
Eucalipto adsorveu 38% (Nonaka et al., 2011). No mesmo estudo foi mostrado o potencial de
adsorcéo de lignocresol de Pinus que foi de 55%. O valor de adsorcdo de Eucalipto € o mais
baixo entre as biomassas, 0 que pode ser explicado pelo tempo de equilibrio de adsor¢do. O
Eucalipto é uma madeira macia assim como € a cana-de-agucar e, portanto, pode precisar de

mais tempo para alcancar o equilibrio da reacéo.

(g/L)

Enzima

10
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Figura 1. Adsorcdao de celulases em lignocresol proveniente de cana-de-agucar.

Trabalhos anteriores do nosso grupo, mostram 100% de adsorcdo do coquetel Cellic
Ctec3 em lignocresol proveniente de lignina do processo Kraft (BARDUCO, et al.,2019). Essa
diferenca de adsorgdo entre materiais pode ser explicada pelo tipo de pré-tratamento que essa
biomassa foi submetida. Ligninas de diferentes materiais lignocelulésicos apresentaram
diferentes capacidades de adsor¢cdo (NAKAGAME; CHANDRA,; SADDLER, 2010). Outro
ponto a considerar é a temperatura no momento da adsor¢do. Em nosso estudo, os ensaios foram
conduzidos a temperatura ambiente (30°C). Zanchetta et al., 2017 mostra que a adsor¢édo de
enzimas celuloliticas na lignina do bagaco de cana-de-acgtcar ndo modificada foi maior a 45°C.

Neste mesmo estudo, mostra-se uma diferenca na adsorcdo de enzimas de diferentes
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microrganismos, como as enzimas de N. niger adsorvem menos que T. reesei, mas a

temperatura ideal permanece 45 ° C.

3.2Hidrolise enzimatica

Os resultados da hidrélise indicam que ndo ha atividade das enzimas ligadas ao
lignocresol (Tabela 1). Quando a enzima interage com o lignocresol, ha perda da atividade da
celulase, semelhante a lignina ndo modificada (Ko et al., 2015). Nonaka et al. (2014) mostram
que, com base na quantidade de acucares redutores produzidos na hidrélise da CMC do
lignocresol adsorvido com as celulases, a atividade das endoglucanases foi de
aproximadamente 81% em comparacdo com a celulase nativa livre. Entretanto, nossos

experimentos sugerem que essa atividade vem da celulase residual e ndo do complexo.

Tabelal- Resultado da Hidrolise

Controle 81%
LCYEnzima 8%

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar quando sdo
imobilizadas. Muitos fatores levam a alteracdo dos parametros cinéticos da enzima imobilizada,
em relacdo a livre, diminuindo o rendimento do processo de imobilizacdo (BICKERSTAFF,
1995). Alguns fatores sdo: efeito conformacional, efeitos eletrostaticos, efeitos difusionais
(BICKERSTAFF, 1995). Sendo assim, a adsorgdo com o lignocresol inibe a atividade das
enzimas durante a hidrolise enzimatica, levando assim a mais estudos acerca de como dessorver

as enzimas do lignocresol.

4.Conclusdes
A adsorcdo da enzima lignocresol ndo pdde ser distinguida da adsor¢éo de lignina. A
modificacdo da superficie com p-cresol ndo fez diferenga na taxa, extensdo e retencdo de

atividade. A inclusdo de um substituinte hidrofébico néo alterou as caracteristicas da lignina.
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Conclusoes Finais
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Os gastos envolvendo utilizagdo de celulases na producgdo de etanol 2G é uma das principais
despesas para esse setor atualmente. O presente trabalho teve como objetivo solucionar tal
problemética com a confeccdo do lignocresol. O lignocresol se torna uma opc¢éo viavel para a
utilizacdo da lignina resultantes de processos industrias e para reciclagem ou reaproveitamento
enzimatico em bioprocessos. Frente aos resultados obtidos nos testes de adsor¢do pudemos
demonstrar que o lignocresol possui capacidade adsortiva a TpBgll e TpBgl3, e também ao
coquetel enzimético Celic Ctec 2 e 3 demonstrando seu grande potencial como suporte a
recuperacdo e/ou reciclagem enzimatica. Nossos estudos também mostram que as celulases
guando complexadas ao lignocresol possuem baixa produtividade da sua atividade enzimatica.
Esse fato pode ser explicado, porque talvez o lignocresol se ligue a enzima em seu sitio ativo e
seu processo de adsorcao seja parecido com o da lignina nativa. Para dar continuidade aos
estudos acerca dessa macromolécula e permitir a aplicacdo deste em processos de reciclagem
de enzimas, ainda sdo necessarios ensaios de dessor¢do para testar a viabilidade das enzimas,
pois caso possua atividade, o lignocresol podera ser utilizado como um substrato para promover

a recuperacao das enzimas nos processos industriais.



