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RESUMO

O aproveitamento de residuos agricolas e agro-industriais como fonte de
energia pode se tornar uma alternativa viavel. O alvo principal para esta empreitada,
pela sua disponibilidade e proximidade das industrias fermentativas é o bagaco de
cana, que ainda retém 2/3 da energia presente na cana, € largamente disponivel no
Brasil e hoje €& parcialmente rejeitado ou subaproveitado. Uma forma de
aproveitamento que tem se mostrado bastante promissora refere-se ao uso dessa
biomassa na producdo do bioetanol. No presente trabalho, avaliou-se o perfil de
producdo enzimatica dos fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Thermomyces
lanuginosus, Penicillium viridicatum RFC3 e Trichoderma reesei QM9414, através de
fermentacdo em estado so6lido em meio com bagaco de cana e farelo de trigo. Aplicou-
se esses extratos enzimaticos na hidrélise de bagaco de cana submetido a diferentes
pré-tratamentos térmicos: agua quente, explosdao a vapor, € agua quente em
combinacdo com HCI, H,SO,, H3PO,4 H,O, ou NaOH. Determinou-se o0s principais
inibidores (furfural e 5-hidroximetilfurfural) e aclcares redutores (glicose, xilose,
arabinose, galactose, xilobiose e celobiose) gerados no processo. O fungo T.
aurantiacus foi o melhor produtor de enzimas celuloliticas (536,3 U/g de CMCase) e
hemiceluloliticas (3419,2 U/g de xilanase), apresentando juntamente com o extrato
enzimatico de T. reesei os melhores rendimentos na sacarificacdo do bagaco. Os
extratos enzimaticos foram mais eficientes na hidrolise do bagaco pré-tratado com
NaOH e explosdo a vapor com rendimentos de 3,87 e 1,21 mg/mL de aclcares
redutores, respectivamente. A mistura dos extratos enzimaticos de T. aurantiacus e T.
reesei aumentou em 31,4% a eficiéncia da hidrolise com o bagaco pré-tratado com
exploséo a vapor. A concentracdo dos extratos por precipitacao por etanol foi eficiente
para a maioria das atividades enzimaticas e resultou em um aumento de
aproximadamente 50% na eficiéncia da hidrélise. Os compostos inibidores furfural e 5-
hidroximetilfurfural estavam presentes apenas em pequenas concentracdes em todos
os hidrolisados avaliados. Os seis acucares redutores avaliados foram encontrados

em todos os hidrolisados, sendo a glicose o principal produto formado no processo.

Palavras-chave: Bagago de cana-de-agucar, enzimas, pré-tratamento térmico,

exploséo a vapor, hidrélise enzimatica, etanol celulésico, biocombustivel.



ABSTRACT

The utilization of agricultural and agro-industrial residues as energy source can
become a viable alternative. The main target for this venture, for its availability and
proximity to fermentation industries is the sugarcane bagasse, which still retains two
thirds of the energy present in the cane, is widely available in Brazil and today is partly
rejected or underused. One form of exploitation that has shown promising refers to the
use of biomass in the production of bioethanol. In this study, we evaluated the profile of
enzymatic production of fungi Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Thermomyces
lanuginosus, Penicillium viridicatum RFC3 and Trichoderma reesei QM9414 through
solid state fermentation in a medium with sugar cane bagasse and wheat bran. These
enzymatic extracts were applied on the hydrolysis of sugarcane bagasse under
different thermic pre-treatments: hot water, steam explosion, and hot water in
combination with HCI, H,SO,, H3PO,4, NaOH or H,O,. The main inhibitors (furfural and
5-hydroxymethylfurfural) and reducing sugars (glucose, xylose, arabinose, galactose,
xilobiose and cellobiose) generated in the process were determined. The fungus T.
aurantiacus was the best producer of cellulolytic (536.3 U/g CMCase) and
hemicellulolytic enzymes (3419.2 U/g xylanase), exhibiting along the enzymatic extract
from T. reesei the best yields in the saccharification of bagasse. The enzymatic
extracts were more efficient in the hydrolysis of bagasse pretreated with NaOH and
steam explosion with a yield of 3.87 and 1.21 mg/mL of reducing sugars, respectively.
The mixture of enzyme extract of T. aurantiacus and T. reesei increased 31.4% the
efficiency of hydrolysis with bagasse pre-treated with steam explosion. The
concentration of the extracts by precipitation with ethanol was effective for most
enzymatic activities and resulted in an increase of approximately 50% of hydrolysis
efficiency. The inhibitors furfural and 5-hydroxymethylfurfural were present only in small
concentrations in all hydrolysates evaluated. The six sugars studied were found in all

hydrolysates, glucose being the main product formed in the process.

Keywords: Sugar cane bagasse, enzymes, thermic pré-treatment, steam explosion,

enzymatic hydrolysis, cellulosic ethanol, biofuel.



1. INTRODUCAO

O limitado numero de reservas de combustiveis fosseis e a instabilidade no
preco do barril de petréleo provocaram uma crescente busca por fontes renovaveis e
novas tecnologias que possibilitam a autonomia energética. Em vista disso, o Brasil
ocupa uma posicao de destaque no cenario mundial, por dominar a producao de alcool
combustivel a partir de uma fonte agricola renovavel, a cana-de-agucar.

O desenvolvimento da tecnologia para producgéo de alcool a partir da cana-de-
acucar promove uma série de beneficios, tais como: aumento da energia nacional
segura, reducdo na emissdo de gases poluentes na atmosfera, uso de recursos
renovaveis, independéncia do mercado mundial de petr6leo e melhor desempenho
econdmico (diminuicdo das importagdes de petrdleo).

Quando analisada a longo prazo, a viabilidade econémica do etanol produzido
por fermentacdo alcodlica da sacarose esta diretamente condicionada a
disponibilidade de matéria prima e ao problema da ocupacédo dos solos. Dessa forma,
0 aumento da demanda, nacional e internacional, pelo alcool combustivel ocorrido nos
ultimos anos resultou numa grande expansao do cultivo da cana-de-acUcar. Apesar do
beneficio da independéncia energética, a expansao de culturas para essa finalidade,
também tem um efeito negativo, pois reduz a fertilidade do solo bem como sua
disponibilidade para a producdo de alimentos. Em vista disso, torna-se fundamental a
aplicacdo de uma politica agricola adequada, de forma a promover o equilibrio entre a
extensdo territorial destinada a esse plantio e outros tipos de culturas alimenticias,
sem que ocorra prejuizo no fornecimento de matéria-prima as industrias alcooleiras.

Uma alternativa que tem atraido a atencdo dos pesquisadores € o
aproveitamento de residuos agricolas e agroindustriais como fonte de energia, visto
gue, além de serem matérias-primas de baixo custo, sua utilizacdo diminui problemas
ambientais. Tradicionalmente essa biomassa € utilizada para combustdo direta,
gerando de calor e energia elétrica. Porém, ela ainda pode ser processada para a
producdo de combustiveis para o setor de transporte, ou ainda funcionando como
matéria prima na elaboragéo de produtos quimicos.

A geracado de etanol a partir de biomassa lignoceluléssica pode ser realizada
seguindo basicamente as seguintes etapas: pré-tratamento do material lignocelulésico,
hidrélise da celulose e hemicelulose e fermentacdo dos aglcares por leveduras.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o perfil de producéo
enzimatica dos fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Thermomyces
lanuginosus, Penicillium viridicatum e Trichoderma reesei QM9414, bem como a

aplicacdo dos seus extratos na sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar o perfil de produgéo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas
dos fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Thermomyces lanuginosus,
Penicillium viridicatum e Trichoderma reesei QM9414.

e Avaliar a eficiéncia destes extratos na hidrélise enzimética do bagaco
de cana-de-acUcar submetidos a diferentes tipos de pré-tratamentos.

e Determinar a presenca de compostos inibidores gerados nos pré-
tratamentos.

e Identificar e quantificar os acuUcares produzidos no processo de

hidrélise.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomassa

A biomassa pode ser considerada como a massa organica de qualquer
material biol6gico, geralmente composto por celulose, hemicelulose, lignina, lipideos,
proteinas, extrativos, agucares simples, amido, agua e cinzas sendo 0s trés primeiros
os principais constituintes (MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006). Trata-se da quarta
maior fonte de energia do mundo, logo ap6s o carvao, petrdleo e gas natural, e
fornece aproximadamente 14% do consumo global de energia (SAXENA; ADHIKARI;
GOYAL, 2009).

A biomassa € utilizada para satisfazer diferentes necessidades energéticas,
incluindo a geragdo de eletricidade, combustiveis para veiculos e fornecendo calor
para processos industriais (BRIDGEWATER, 1999). Além de armazenar
eficientemente a energia solar, a biomassa é, dentre todas as fontes de energia
renovaveis, a Unica fonte de carbono capaz de ser convertida em combustiveis
sélidos, liquidos e gasosos através de diferentes processos (OZBAY et al., 2001).

Uma grande variedade de recursos de biomassa esta disponivel no nosso
planeta para a conversdo em bioprodutos. Dentre esses recursos pode-se incluir a
madeira e seus residuos, as safras agricolas e seus subprodutos e residuos, residuos
do processamento de alimentos, materiais de origem marinha (plantas aquaticas e
algas), e os residuos municipais e industriais (BALAT et al., 2009).

A maior parte da energia produzida a partir de biomassa utiliza a madeira e
seus residuos (64%), seguida dos residuos sdlidos municipais (24%), residuos
agricolas (5%) e gases de aterros sanitarios (5%) (BALAT, 2008a). No entanto, muitos
tipos de biomassa podem ser cultivados com o especifico propdsito de producdo
energética, tais como a cana de acucar, milho, beterraba, gréos, algas marinhas, entre
outros (DEMIRBAS, 2005a). Neste caso, é importante que a colheita tenha um alto
rendimento de material seco por unidade de terra (toneladas/hectares), resultando em
uma diminuigdo das areas necessarias ao plantio, bem como no custo de producgéo da
energia a partir desta biomassa (DEMIRBAS, 2005b).

Todos esses recursos podem ser utilizados na criacdo de novos biomateriais e,
para isso, é necessario um completo entendimento da composi¢cdo da matéria prima,
seja ela a planta inteira ou algum de seus constituintes, para que 0s elementos
funcionais desejados possam ser obtidos e utlizados na producdo do bioproduto
(HOWARD et al., 2003).
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3.2. Biomassa vegetal

A parede celular das plantas é uma estrutura biol6gica complexa contendo
polimeros e outras moléculas cujas proporcfes e organizacdo estrutural variam
conforme o tipo e idade da planta. Esta dividida em lamela média, parede priméria e
parede secundaria, sendo que esta ultima compreende-se em 3 camadas: S;, S; e Sz

como se observa na Figura 1 a seguir.

Figura 1. Estrutura da parede celular vegetal (TAIZ;
ZEIGER, 2003).

Os blocos da parede celular primaria sdo constituidos basicamente de celulose,
hemicelulose, pectina e proteinas estruturais (Figura 2). As fortes microfibrilas de
celulose cristalina encapsulam a célula em uma estrutura de malha, e a hemicelulose
se associa intimamente com as microfibrilas de celulose fortalecendo a estabilidade
(TEERI et al., 2007). As pectinas unem-se por ligacbes cruzadas covalentes e ibnicas
para formar redes estruturais independentes, mas com sinergismo com a rede de
celulose/hemicelulose (CHANLIAUD et al.,, 2002). As propriedades fisicas da
hemicelulose e pectina séo largamente determinadas pela natureza e abundancia de
cadeias laterais, e dependem das concentracdes locais de sais ligados ionicamente e
covalentemente (como célcio e boro) e potenciais agentes ligantes, como os acidos
fertlico e cumarico (GRABBER et al.,, 2004). Variando as estruturas ou o meio
guimico desses polimeros, as propriedades mecanicas das paredes celulares podem
ser alteradas durante os estagios de desenvolvimento e em diferentes tecidos da
planta (BURGERT, 2006).
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Figura 2: Principais componentes da parede celular de plantas. a) Unidade basica do polimero
de celulose. b) Unidade de xiloglucana, um dos componentes da hemicelulose. c) Parte da
estrutura de poligalacturénico, um polissacarideo péctico. d) Componentes dos blocos de
lignina. e) Sequéncia de aminoacidos de uma proteina encontrada nas paredes celulares
(TEERI et al., 2007).

As paredes secundarias contém cadeias poliméricas das paredes primarias e
sdo lignificadas nos estagios posteriores de formacdo do vegetal (Figura 3). As
microfibrilas de celulose sdo depositadas nas paredes secundarias por um processo
altamente organizado, levando a uma estrutura hierarquica com trés camadas (Si, S»
e S3). Na camada dominante, S,, as microfibrilas de celulose sdo muito alinhadas,
contribuindo para a resisténcia mecanica do vegetal (TEERI et al., 2007).

Sendo assim, a estrutura basica de toda biomassa lenhosa consiste
essencialmente de trés polimeros: celulose (C¢H1005)x, hemiceluloses como a xilana
(CsHgOy)m, € lignina [CoH1003(OCHzs)o0.1.7]n NO tronco, folhagem e casca. A proporgao
entre esses trés constituintes varia entre as espécies, e ainda ha diferencas distintas
entre as madeiras duras e moles. As madeiras duras possuem uma maior proporgao
de celulose, hemicelulose e extrativos que as madeiras moles, porém estas possuem
uma maior propor¢cdo de lignina. De maneira geral, as madeiras duras contém
aproximadamente 43-47% de celulose, 25-35% de hemicelulose, 16-24% de lignina e
2-8% de extrativos, enquanto a proporcdo das madeiras moles € de 40-44% de
celulose, 25-31% de lignina, 25-29% de hemicelulose e 1-5% de extrativos
(RYDHOLM, 1965).
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Figura 3: Representacéo estrutural da organizacao da fibra lignocelulosica (GRAMINHA et al.,
2008)

3.2.1. Celulose

A celulose é o principal componente da biomassa da planta e, como tal, € o
polimero organico mais abundante do planeta. Esta amplamente distribuido na
natureza, ocorrendo tanto nas plantas primitivas como nas altamente evoluidas. Trata-
se é um homopolissacarideo linear que consiste de unidades de glicose (D-
glucopiranose) unidas entre si por ligagbes glicosidicas B-(1-4). O fim da cadeia de
glicose com um carbono anomérico que nao esta ligado a outro residuo de glicose é
conhecido como extremidade redutora do polimero. A outra extremidade do polimero é
conhecida com extremidade néo redutora (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON,
2005).

A andlise conformacional da celulose indica que a celobiose (4-O-B3-D-
glucopiranosil-B-D-glucopiranose) seja a sua unidade bdsica, ao invés da glicose
(RAMOS, 2003), como apresentado na Figura 4.

Figura 4: Polimero de celulose (SANDGREN et al., 2005)
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Devido a linearidade da cadeia de celulose, bem como ao grande namero de
grupos hidroxilas e sua capacidade de formar ligagcbes de hidrogénio, as cadeias
laterais unem-se para formar uma estrutura agregada e insolivel na maioria dos
solventes que varia de comprimento e largura. Essa fibra de celulose apresenta
regibes cristalinas, altamente ordenadas e de dificil degradacao, e regibes amorfas,
menos regulares (RAMOS, 2003).

As regibes cristalinas sdo formadas pela configuracdo paralela das cadeias
lineares, o que resulta na formacdo de ligacbes de hidrogénio intermoleculares,
contribuindo para a insolubilidade da celulose e sua baixa reatividade, ao mesmo
tempo tornando-a mais resiste a hidrolise acida e enzimatica, dificultando a entrada de
agua e modificando a elasticidade das fibras (DA SILVA; GOMES; FRANCO, 1997;
BOBBIO; BOBBIO, 2003; NELSON; COX, 2004).

3.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose é definida como a fracdo da parede celular que pode ser
extraida com alcali (MOHR; SCHOPFER, 1995). As hemiceluloses das plantas séo
polissacarideos cuja natureza quimica varia de tecido para tecido e de espécie para
espécie. Estes polissacarideos sdo formados por diversas pentoses (xilose, ramnose e
arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urbnicos (acido 4-O-metil-
glucurénico e acidos galacturdnicos), freqiientemente acetilados, e formando cadeias
ramificadas (MARTINEZ et al., 2005).

As hemiceluloses estdo estruturalmente mais relacionadas com a celulose do
gue a lignina e sdo depositadas na parede celular nos primeiros estagios da
biosintese. Elas s@o derivadas principalmente de cadeias de pentose, e atuam como
um material cimentante, mantendo unidas as micelas e fibras de celulose (DEMIRBAS,
2008). A xilana é o principal polimero desta fragdo, e consiste num polissacarideo
composto de residuos de xilose unidos por ligagcdes B-1,4-glicosidicas, contendo
ramificacfes de pentoses e hexoses. Trata-se do maior polissacarideo estrutural das
células vegetais e o segundo polissacarideo mais abundante em vegetais, calcula-se
gue esteja entre as trés primeiras fontes de carbono organico renovavel (BEG et al.,
2001; KATAPODIS; CHRISTAKOPOULOU; CHRISTAKOPOULOU, 2006). As
hemiceluloses possuem um peso molecular menor que a celulose, sendo que o
namero de repeticbes dos mondmeros € de aproximadamente apenas 150,
comparado com o da celulose varia entre 5000 e 10000 (MOHAN; PITTMAN;
STEELE, 2006).
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O aproveitamento eficiente da xilana é imprescindivel quando se deseja utilizar
a biomassa lignocelulésica para processos de bioconverséo, seja nos processos para
a fermentacdo alcodlica ou para a industria de alimentos na producdo do adogante
xilitol (DA SILVA, 1992).

3.2.3. Lignina

A lignina € o principal componente ndo-carboidrato da biomassa da planta. E
depositada na rede de carboidratos da parede celular durante o crescimento da
parede secundaria. Trata-se de uma substancia complexa formada por polimeros
arométicos naturais, sendo a fonte mais abundante na natureza (LORA; GLASSER,
2002; SUHAS; CARROTT; RIBEIRO CARROTT, 2007).

Essas macromoléculas tridimensionais de origem fenilpropandica sao
constituidas de unidades basicas de p-hidroxifenilpropano (p-H), guaiacilpropano (G) e
siringilpropano (S). A estrutura resultante € uma macromolécula complexa com uma
grande variedade de grupos funcionais (Figura 5). Devido a essas complexas
estruturas as ligninas formam polimeros com regides amorfas (TSUJINO;
KAWAMOTO; SAKA, 2003; POUTEAU et al., 2003).

Figura 5. Representacdo esquemética de unidades estruturais precursoras da lignina.

Sua estrutura principal provém dos precursores primarios, alcool trans
coniferilico, alcool trans-sinapilico e alcool trans-para-cumario (SACON;
WEISSHEIMER, 1996). A complexa matriz formada pelas ligagbes entre esses
precursores resulta em uma grande variedade de grupos funcionais, tais como hidroxil,
metoxil e carbonil, que concedem uma alta polaridade a macromolécula de lignina
(FELDMAN et al., 1991)

A lignina também esta covalentemente ligada a hemicelulose, através de
ligacbes éster com a xilana, formando uma complexa matriz que envolve as
microfibrilas de celulose. A propriedade fisica mais importante dessa macromolécula

organica € a rigidez, que ndo apenas promove forca aos tecidos da planta, mas
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também previne o colapso dos elementos condutores de 4gua e previne o ataque de
microorganismos celuloliticos a parede celular da planta (SANDGREN;STAHLBERG;
MITCHINSON, 2005).

A concentracdo de lignina varia entre diferentes espécies de plantas, sendo
essa diferenca de concentracdo € devido a propor¢cdo desses alcodis que formam a
lignina (BAURHOO; RUIZ-FERIA; ZHAO, 2008). O teor de lignina em base seca,
geralmente varia entre 20 e 40% do peso nas madeiras duras e moles, e de 10 a 40%
para espécies herbaceas, como o bagaco de cana de agUcar, a espiga de milho, casca
de amendoim, casca de arroz e a palha (YAMAN, 2004).

3.3. O etanol como fonte de energia renovavel

O aumento da demanda energética mundial e o uso indiscriminado das
reservas de petroleo pela humanidade motivaram a busca por fontes renovaveis de
energia, especialmente por aquelas derivadas de materiais renovaveis como a
biomassa (SAXENA; ADHIKARI; GOYAL, 2009). Além disso, a preocupacao mundial
com o aumento das emissdes de CO, na atmosfera e as conseguientes mudancas
climaticas decorrentes do efeito estufa encorajaram cada vez mais o uso do etanol
como aditivo ou substituto para a gasolina (Tabela 1) (BUCKERIDGE; SANTOS; DE
SOUZA, 2009; BALAT; BALAT; OZ, 2008b).

Tabela 1. Uso do etanol como combustivel em alguns paises.

Porcentagem de etanol nas

Pais Materia-prima misturas com gasolina (%v/v)
Brasil Cana-de-acucar 24
Estados Unidos Milho 10

Canada Milho, trigo, cevada 7,5-10

Colébmbia Cana-de-acucar 10
Suécia Trigo 5
india Cana-de-acucar 5
Tailandia Mandioca, cana-de-agucar, arroz 10

Fonte: Sanchez; Cardona 2008.

Atualmente, os biocombustiveis, como é o caso do etanol, sdo produzidos
predominantemente a partir de biomassa. De acordo com Demirbas (2008) existem
algumas vantagens na utilizacdo de biomassa como matéria-prima, tais como: sé&o
fontes renovaveis que podem ser sustentavelmente desenvolvidas no futuro;
aparentam propriedades ambientais muito positivas, como menores emissdes de
diéxido de carbono e conteldo sulfdrico; além do potencial econbmico promovido nos

momentos de altas do pre¢o dos combustiveis fosseis.
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Foi neste contexto, ha cerca de quatro décadas atras, que o Brasil iniciava um
programa de producdo em larga escala do etanol visando a substituicdo da gasolina e,
consequentemente, uma menor dependéncia politica e econdmica do mercado
externo em periodos de instabilidade. Com a intensificacdo dos investimentos em
estudos agricolas e tecnoldgicos, o pais passou a ser um dos maiores produtores
mundiais de etanol ocupando uma posicdo privilegiada em termos de seguranca
energética (SOCCOL et al., 2010).

No Brasil, o etanol é utilizado como combustivel (alcool hidratado), misturado
(@lcool anidro) com a gasolina em proporcdes proximo a 25%, ou ainda em qualquer
propor¢cédo nos carros com motores “flex” (alcool hidratado). Segundo o Ministério de
Minas e Energia (2010) os carros “flex” passaram por um significativo aumento de
vendas ao longo dos anos e ja correspondem a 36% da frota total de veiculos leves,
refletindo no mercado como um continuo aumento da demanda por este tipo de

combustivel.

3.4. Processo convencional de producéo do etanol

Devido as vantagens de se produzir aglcar e etanol simultaneamente, a
configuracdo de engenho mais adotada no Brasil foi unir uma destilaria de etanol com
uma usina de aclcar. O processo comeca com a limpeza e trituracdo da cana-de-
acucar, separando o suco do bagaco (que é destinado as caldeiras para geracao de
energia para usina). O suco levemente tratado e concentrado segue para a
fermentacdo, produzindo um vinho, que resultard no etanol hidratado apds a
destilacdo (Figura 6). Este etanol hidratado pode ser estocado como produto final ou é
desidratado para a producao do alcool anidro (MACEDO; SEABRA; SILVA, 2008).

Figura 6: Processo de producéo convencional de etanol (MUSATTO et al, 2010).

Esse processo depende da qualidade da cana (conteldo de sacarose) e da

eficiéncia da utilizacdo da sacarose. A eficiéncia industrial da recuperacdo da
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sacarose atualmente estd em torno de 90%, e dificilmente espera-se uma grande
evolucdo nesse aspecto considerando somente as tecnologias comerciais atuais.
Portanto, as possibilidades de um aumento no rendimento de etanol se restringem
basicamente ao melhoramento da qualidade da cana (MACEDO; SEABRA; SILVA,
2008).

Sendo assim, os subprodutos do processo convencional de producédo do etanol
sdo o bagaco de cana-de-agucar, a energia elétrica, a vinhaga, entre outros. Tendo em
vista a necessidade de aumentar os rendimentos do processo, muitos estudos tém
focado na utilizacdo de materiais lignocelulésicos, como é o caso do bagaco da cana,
gue apesar de ainda ser tratado como residuo agroindustrial, possui também um
grande potencial como matéria-prima para producédo de etanol.

Em contrapartida, a producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica
compreende resumidamente nas seguintes etapas: pré-tratamento do material
lignocelulésico, hidrolise da celulose e hemicelulose, fermentacdo dos acucares,
separacao da lignina residual e, finalmente, recuperacao e purificacéo do etanol até as

especificacbes desejadas para o combustivel (Figura 7) (ALVIRA et al., 2010).

Figura 7: Processo de producéo de etanol a partir de material lignocelulésico (MUSATTO et al,
2010).

3.5. Aproveitamento de residuos agricolas e agroindustriais

A economia brasileira € mundialmente reconhecida por suas atividades
agricolas e agroindustriais, sendo importante produtor de café, cana-de-agucar, soja,
mandioca, frutas, etc. Muitos desses produtos sdo exportados, contribuindo para o

desenvolvimento da sua economia, no entanto, essa crescente producdo gera grandes
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guantidades de residuos que provocam sérios problemas ambientais (PANDEY et al.,
2000a).

Desta forma, diversos trabalhos tém sido direcionados na busca de alternativas
para uma eficiente utilizacdo e adicdo de valor aos residuos agroindustriais, como a
polpa e casca de café, farelo de mandioca, bagagco de cana-de-aclcar, bagaco de
laranja, palha de arroz, casca de amendoim, entre outros (SOCCOL;
VANDENBERGHE, 2003).

Por serem nutritivos, parte destes residuos é usada diretamente como alimento
ou componente para a industria de formulacdo de ragcédo para gados (YANG et al.,
2001; GRAMINHA et al., 2008). No entanto, ainda existem aplicacbes mais nobres, e
muitas publicacbes descrevem os bioprocessos que tém sido desenvolvidos utilizando
esses residuos como matéria prima para elaboracdo de produtos da quimica fina,
como proteina de célula unica (SPC), enzimas, acidos organicos, aminoacidos e
metabdlitos secundarios. Portanto, a aplicacdo desses residuos agroindustriais em
bioprocessos ndo somente fornece uma alternativa para esses substratos, como
também auxilia na solucdo de problemas ambientais (SOCCOL; VANDENBERGHE,
2003).

Dentro deste contexto, 0s processos biotecnoldgicos, em especial a técnica de
fermentacdo em estado sdlido (FES), tém contribuido enormemente para tal utilizacéo.
A FES emprega uma técnica simples, de facil aplicacdo, onde o substrato (residuo
agroindustrial) tem a funcdo de fornecer os nutrientes e atuar como suporte para o
crescimento microbiano. A partir dela € possivel entdo obter diversos produtos de
interesse comercial, como enzimas, acidos organicos e aromas (KOLICHESKI et al.,
1997; STERTZ et al., 1999; MEDEIROS et al., 2001).

A selecdo do substrato para a fermentacdo em estado sélido depende de
diversos fatores, principalmente relacionados com o seu custo e viabilidade. Além
disso, outro importante fator é o tamanho das particulas do material escolhido.
Particulas pequenas oferecem maior superficie de contato, possibilitando maior
acesso do microrganismo aos nutrientes, mas dificulta a aeracdo e disponibilidade de
oxigénio entre os graos, limitando o crescimento microbiano. Enquanto isso, as
particulas grandes promovem uma melhor eficiéncia na aeracdo, mas a limitada
superficie de contato dificulta 0 acesso do microrganismo ao interior dessas patrticulas,
interferindo no seu crescimento (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000b).
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3.6. Bagaco de cana-de-agUcar

Dos residuos agricolas de maior importancia no territério nacional, o bagaco de
cana-de-acUcar certamente ocupa uma posicao de grande destaque. Trata-se de uma
lavoura em continua expansdo no Brasil, sendo os maiores indices de aumento
encontrados em S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias e Minas Gerais. A area de
cana colhida destinada a atividade sucroalcooleira, na safra 2009, foi estimada em 7,5
milh&es de hectares, distribuida em todos estados produtores. O Estado de Séo Paulo
continua sendo o maior produtor com 4,1 milhdes de hectares. A produtividade média
brasileira foi estimada em 81.293 kg/hectare, 0,4% maior que a da safra 2008,
mostrando equilibrio nas duas safras (CONAB, 2009).

Na safra de 2009, a agroindustria sucroalcooleira brasileira processou 612,2
milhdes de toneladas de cana. Desse total, (45,1%) foram destinadas a producao de
acucar, que ficou em torno de 34,6 milhdes de toneladas, enquanto o restante (54,9%)
foi utilizado para a producédo de élcool, que atingiu um volume da ordem de 25,8
bilhdes de litros (CONAB, 2009).

Trata-se de um setor da economia que vem mantendo uma continua expansao
ao longo dos ultimos anos, podendo ser observada pela constru¢cdo de novas usinas
em todo territorio nacional. Essa expansao do setor € acompanhada da ampliacdo da
area plantada, da producédo de cana-de-acglcar e de etanol no pais. Assim, 0 bagaco
de cana representa a maior porcentagem de residuos da agroindustria brasileira,
chegando a produzir 155 milhées de toneladas no ano de 2009 (UNB, 2010).

Em geral, o processamento de uma tonelada de cana gera em torno de 280 kg
de bagaco. Embora boa parte deste bagaco seja utilizada para fins energéticos, essa
guantidade representa uma grande oportunidade para agroinddstria nacional. H4,
portanto, um amplo reconhecimento de que a producdo anual de bagaco de cana
atinge cifras vultuosas e que o aproveitamento deste residuo € uma necessidade
nacional, com amplo espaco para o desenvolvimento de atividades mais nobres do
gue a geracao direta de energia por combustdo. Portanto, muito tem se investido no
desenvolvimento de novas tecnologias para o aproveitamento integral da cana-de-
agucar, particularmente no que tange a producgdo de etanol e de outros produtos de
maior valor agregado. Segundo alguns autores, a utilizacdo do bagaco excedente
viabiliza economicamente o investimento necessario para adaptar as usinas de agucar
e dalcool, resolvendo o problema de abastecimento da industria sucroalcooleira,
oferecendo vantagens sécio-ambientais e aumentando o rendimento econdmico do
processo (GAMEZ et al., 2006).
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O bagaco de cana-de-acucar € um material fibroso resultante da extracdo do
suco pela moagem da cana, e é composto por aproximadamente 50% de celulose,
25% de hemicelulose e 25% de lignina. Devido ao baixo teor de cinzas (2,4%), o
bagaco apresenta uma grande vantagem para 0 processo de bioconversdo por
microrganismos quando comparado com outros residuos, como a palha de arroz e de
trigo, que contém aproximadamente 17,5 e 11% de cinzas, respectivamente (PANDEY
et al., 2000a).

Além disso, em comparacdo com outros residuos agroindustriais, o bagaco
pode ser considerado um rico reservatorio de energia solar devido ao seu alto
rendimento (aproximadamente 80 t/ha, em comparagcdo com 1, 2 e 20 t/ha para trigo,
gramineas e arvores, respectivamente) e capacidade de regeneracdo anual (PANDEY
et al., 2000a)

3.7. Pré-tratamento do material lignoceluldsico

A importancia desta etapa no processamento do bagaco fica evidente ao se
observar a natureza da matéria presente neste residuo. A parede celular dessa planta
€ composta por uma malha de celulose contendo regides amorfas e cristalinas e
hemicelulose ligadas covalentemente a lignina, o que dificulta a acdo de enzimas que
poderiam hidrolisar esses compostos em acUcares fermentesciveis. A estrutura
cristalina da celulose também representa um obstaculo extra a hidrélise enzimatica.
Somente com a remocdo da lignina e a ruptura da celulose cristalina as enzimas
teriam acesso aos polimeros de acucar.

Portanto, o primeiro passo para a conversao da biomassa em etanol é o pré-
tratamento, visando a desestruturacdo do complexo lignocelulésico. Este processo tem
como objetivo aumentar o tamanho dos poros e reduzir a cristalinidade da celulose.
Assim, o pré-tratamento visa fundamentalmente o aumento da acessibilidade das
enzimas a celulose. Um eficiente pré-tratamento pode reduzir substancialmente a
guantidade necessaria de enzimas que sera empregada, conduzindo a uma redugéo
dos custos de producdo (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Na realidade, o custo da etapa de pré-tratamento ja foi descrito como o
segundo mais caro na conversao da lignocelulose em etanol nos processos baseados
em hidrélise enzimatica, precedendo os custos da matéria-prima (MOSIER et al.,
2005a)

De maneira geral, o pré-tratamento deve promover 0s seguintes requisitos:
aumentar a formacdo de acgucares ou facilitar a subsequente hidrolise enzimatica;

evitar a degradacdo ou perda de carboidratos; evitar a formacdo de subprodutos
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inibitérios para as etapas de hidrolise e fermentagdo; ser viavel do ponto de vista
econdmico (SUN; CHENG, 2002).

Nesse sentido, diferentes alternativas tecnoldgicas tém sido estudadas para ser
empregadas como pré-tratamentos, que podem ser divididos em fisicos, fisico-
guimicos, quimicos e bioldgicos. Assim, a literatura reporta estudos realizados com
aménia, CO; (MARTIN; KLINKE; THOMSEN, 2006a), 4gua quente (LASER et al.,
2002), peroxidacdo (MARTIN; KLINKE; THOMSEN, 2006a), H,SO,, HCI (SUN;
CHENG, 2002), acido peracético (TEIXEIRA; LINDEN; SCHROEDER, 1999) explosédo
alcalina amonia (HOLTZAPPLE et al., 1991), microondas (ZHU et al., 2006), ultra-som
(VARGAS et al., 2004), radiacdo ionizante (RUDNEV; FONAKOVA; ELKABBANI,
1993), exploséo a vapor (MARTIN; GALBE; JONSSON, 2002; MARTIN et al., 2006b) e
aplicacao de fungos como agentes desestruturantes de material lignoceluldsico (FAN;
GHARPPURAY; LEE, 1987).

Apesar da grande variedade de métodos propostos como pré-tratamentos para
0 processo de hidrélise, os estudos tém mostrado que estes processos sempre geram
compostos secundarios durante o tratamento do bagaco. Estes compostos inibem a
atividade fermentativa dos microrganismos e, em especial, da levedura (ROSSELL,
2006).

De acordo com Dominguez (2003), esses produtos de degradacdo com
potencial inibidor se agrupam em trés categorias: derivados do furano, acidos alifaticos
de baixa massa molecular e derivados fenolicos.

Os derivados do furano sdo provenientes da degradacdo dos acucares
originados na hidrélise da hemicelulose, entre os quais se pode destacar: o furfural,
formado a partir da degradacdo das pentoses (xilose e arabinose) e o 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF), resultante da degradacao de hexoses (glicose, manose e
galactose). Os &cidos alifaticos sdo formados através de processos de degradacao e
polimerizacéo dos furfurais e HMF originando diferentes acidos, tais como o férmico e
levulinico.

Os compostos fendlicos originam-se da degradacédo da lignina durante a etapa
de pré-tratamento. Trata-se de um grupo de compostos muito heterogéneo que podem
ser encontrados na forma de mondmeros, dimeros e polimeros com uma grande
variedade de substituintes. Alguns exemplos encontrados sdo o &cido 4-
hidroxibenzadico, seringaldeido, 4-hidroxibenzaldeido e os acidos salicilico, vanilico,
siringico, gentisico entre outros.

Muitos dos mecanismos de acgdo desses compostos sobre a levedura no
processo de fermentacéo alcoodlica ainda ndo foram completamente estudados, mas ja

foi demonstrado que eles podem reagir com moléculas biolégicas da célula (lipideos,
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proteinas e &cidos nucléicos), ou ocasionando danos a membrana celular com
conseqliente perda da seletividade, e ainda, inibindo enzimas glicoliticas e
fermentativas. De qualquer forma, estes compostos produzem efeitos negativos na
fermentacdo por meio da reducédo da taxa especifica de crescimento do microrganismo
e da diminuicédo da produtividade de etanol (ROSSELL, 2006).

3.8. Pré-tratamentos térmicos

3.8.1. Agua quente

Trata-se de um tratamento térmico que nao exige rapida descompressao e nao
emprega nenhum agente catalitico ou quimico. A presséo é aplicada para manter a
agua no estado liquido em temperaturas elevadas (160-240 °C) e provocar alteracdes
na estrutura do material lignoceluldsico (ALVIRA et al., 2010).

O objetivo de pré-tratar com agua quente € solubilizar principalmente a
hemicelulose para tornar a celulose mais acessivel as enzimas e também evitar a
formacdo de inibidores. Para evitar a formacéo de inibidores da fermentacéo, o pH
deve ser mantido entre 4 e 7, pois entre esses valores a formacdo de
monossacarideos € minimizada e, consequentemente, ha uma reducéo na formacao
dos produtos de sua degradacdo. Se degradacdo catalitica dos acgucares ocorrer,
resultard numa série de reacdes de dificil controle levando a producdo de produtos
indesejaveis (MOSIER et al., 2005b).

Este pré-tratamento mostrou-se capaz de remover acima de 80% da
hemicelulose e aumentar a digestibilidade enzimatica do material pré-tratado em
forragem de milho (MOSIER et al., 2005b) e bagaco de cana-de-acucar (LASER et al.,
2002). Parte da lignina também € solubilizada durante o pré-tratamento, mas a
completa deslignificacdo ndo € possivel usando somente &agua, pois ocorre a
recondensacgdo de componentes sollveis originados da lignina (ALVIRA et al., 2010).
A principal vantagem deste processo é que a solubilizagdo da hemicelulose e dos
produtos da lignina estdo em menores concentracdes quando comparados com o pré-
tratemento com vapor, devido a maior quantidade de agua empregada (HENDRIKS;
ZEEMAN, 20009).

3.8.2. Pré-tratamento térmico em combinag&o com &cidos ou alcalis

O principal objetivo do tratamento acido é solubilizar e hidrolisar a fracdo de

hemicelulose da biomassa e tornar a celulose mais acessivel as enzimas. Esse tipo de
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pré-tratamento pode ser realizado com &cidos diluidos ou concentrados, porém a
utilizacdo do &cido na forma concentrada induz a formagdo de compostos inibidores,
sendo menos atrativa para o processo de producédo de etanol (ALVIRA et al., 2010).

O efeito de determinadas bases na biomassa lignocelulésica depende do
contetdo de lignina do material. Esse pré-tratamento aumenta a digestibilidade da
celulose e é mais efetiva na solubilizacdo da lignina, tendo um menor efeito na
solubilizacdo da celulose e hemicelulose que o0s processos acidos ou térmicos
(CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008).

O emprego de agua quente em combinagcdo com um acido ou alcali € uma
forma de melhorar o pré-tratamento térmico, podendo diminuir a temperatura 6tima do

processo e melhorar a hidrélise enzimatica do processo (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

3.8.3. Exploséo a vapor

Uma forma de atenuar o carater altamente recalcitrante da lignocelulose é o
emprego da explosdo a vapor, considerado o pré-tratamento fisico-quimico mais
empregado em biomassa lignocelulésica. Este tratamento promove um desarranjo
substancial da estrutura lignocelulésica, hidrélise da fracdo de hemicelulose e
despolimerizacdo da lignina (MONIRUZZAMAN, 1996). Consequentemente, o
aumento da éarea superficial possibilita uma maior susceptibilidade da celulose a
hidrélise enzimatica.

Neste método a biomassa € tratada com vapor de alta pressdo. A pressao €
entdo rapidamente reduzida, fazendo com que o0 material passe por uma
descompressdo explosiva. A explosdo a vapor é tipicamente iniciada a temperaturas
de 160 °C a 260 °C por varios segundos, ou alguns minutos, antes do material ser
exposto a pressao atmosférica (KURABI et al., 2005). Assim, ele combina forcas
mecéanicas com efeitos quimicos atribuidos a hidrélise (autohidrdlise) de grupamentos
acetil presentes na hemicelulose. A autrohidrélise ocorre quando as altas temperaturas
promovem a formacgéo de acido acético. Os efeitos mecanicos sdo causados devido a
repentina descompressédo promovendo a separacgéo das fibras (ALVIRA et al., 2010).

Comparado com outros pré-tratamentos, as vantagens da explosdo com vapor
incluem uma significativa diminuicdo do impacto ambiental, baixo capital de
investimento, menos processos quimicos perigosos e completa recuperacdo dos
acucares (LI et al., 2001).

Este processo, quando utilizado em condicbes extremas, também gera
compostos toxicos que podem afetar as etapas seguintes de hidrolise e fermentacao,

além de provocar perda parcial da hemicelulose. Os principais inibidores produzidos
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sdo derivados de furanos, &cidos fracos e compostos fendélicos (OLIVA et al., 2003;
ALVIRA et al., 2010). Desta forma, as condi¢des 6timas do tratamento sdo aquelas em
gue o0s parametros (temperatura, pressao e tempo) sdo menos severos, visando a
obtencdo dos maiores rendimentos possiveis de sacarificacdo do material
lignocelulésico sem, contudo, produzir residuos quimicos inibidores.

A eficiéncia de um pré-tratamento pode ser avaliada de diferentes formas: pela
hidrélise enziméatica do material sélido para determinar a digestibilidade; pela
fermentacdo do liquido para determinar o efeito de inibidores potenciais sobre o
microrganismo fermentador; e/ou pela sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SFS)
do material pré-tratado (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Um ponto importante a se ressaltar € que a desintoxicacéo do hidrolisado para
uma plena atividade fermentativa representa uma etapa de custo elevado, o que tem
limitado muitas iniciativas de producdo comercial de etanol a partir do bagaco de cana
(DELGENES;MOLETTA; NAVARRO, 1996).

3.9. Enzimas envolvidas na sacarificacdo da biomassa

3.9.1. Celulases

A hidrélise total da celulose somente ocorre através da acdo sinergistica de
pelo menos trés diferentes enzimas: endoglucanase ou endo-1,4-B-D-glucanase (EC
3.2.1.4), exoglucanase ou exo-3-1,4-glucanase ou celobioidrolase (EC 3.2.1.91) e a -
1,4-glicosidase ou celobiase (EC 3.2.1.21).

As endoglucanases atuam hidrolisando as cadeias aleatoriamente, atacando os
polimeros internamente, resultando em uma rapida reducdo no grau de polimerizacao
da cadeia. As exoglucanases atuam sobre a celulose a partir das extremidades nao
redutoras removendo unidades de celobiose (dimeros de glicose). Finalmente, as -
glicosidases hidrolisam a celobiose e outras ciclodextrinas a glicose (Figura 8) (LEITE,
2004; PALMA-FERNANDEZ, 2002).
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Figura 8: Representacdo esquematica da acdo das celulases
sobre a celulose (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON,
2005).

E importante ressaltar que as trés enzimas deste complexo sofrem inibicio
pelos produtos finais da hidrélise. Como as endo- e exoglucanases sao inibidas pela
celobiose, a B-glicosidase desempenha um papel crucial na degradacao da celulose,
ao prevenir o acumulo de celobiose. No entanto, esta enzima também sofre inibicdo
pelo produto final da reagéo, no caso, a glicose (PARRY, et al., 2002; LEITE et al.,
2007).

3.9.2. Hemicelulases

Para a completa degradagdo da xilana, principal componente da fracdo de
hemicelulose, sdo necessarias diversas enzimas. As endo-1,4-B-xilanases, clivam as
ligacbes internas da cadeia principal de xilana, resultando em uma reduc¢é&o no grau de
polimerizagdo. Os xilooligossacarideos séo os principais produtos formados pela agéo
desta enzima. As B-xilosidases atuam sobre a xilobiose e os xilooligossacarideos, a
partir da extremidade n&o redutora, liberando unidades de xilose. E uma enzima
importante no processo por evitar que as endoxilanases sejam inibidas pelos seus
proprios produtos de degradacdo. Ainda existem as exo-B-L-arabinofuranosidase
(hidrolisa as ligacbes das ramificagcbes de arabinoses), endo-1,5-B-L-

arabinofuranosidase (ativa apenas proxima as arabinoses lineares), B-D-
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glucuronidases, endo-1,4-B-D-mananases, 3-manosidases, acetil xilana esterases, a-
glucuronidases, a-galactosidases e esterases acidas ferulicas (POLIZELI et al., 2005;
JORGENSEN; KUTTER; OLSSON, 2003).

3.10. Sacarificacdo enzimatica

O aproveitamento do bagaco da cana-de-aglcar s6 € possivel se houver a
hidrélise (ou sacarificacdo) do material lignocelulésico em aclcares fermentesciveis
utilizados pela levedura. Esse processo pode ser realizado por meio de acidos ou
enzimas. Entretanto, essas Ultimas apresentam vantagens em relacdo ao uso dos
acidos, pois hidrolise enzimatica é conduzida sob condigdes brandas, atingindo
aproximadamente 100% de degradacao da celulose, enquanto a hidrélise acida requer
altas temperaturas e baixo pH, resultando em condi¢bes corrosivas, além de néo
alcancar um rendimento téo alto (OGIER et al., 1999). Ainda, a conversao enzimatica
€ especifica pelo substrato, evitando a geracdo de compostos secundarios que
poderiam inibir a etapa seguinte de fermentacdo (HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

Por outro lado, a hidrélise enzimatica também tem sua limitacdo quando
comparada a hidrolise 4cida. O uso de enzimas requer um tempo maior (dias) para
gue ocorra a hidrolise (TENGBORG; GALBE; ZACCHI, 2001), enquanto apenas
alguns minutos sdo necessarios para a acao do acido (TAHERZADEH et al., 1997).
Além deste fator, é necessario levar em consideracdo o preco das enzimas,
usualmente mais caras que os acidos empregados na hidrélise. No tabela 2 sdo

comparadas as principais caracteristicas da hidrélise enzimatica e acida:

Tabela 2: Comparacao entre a hidrélise acida e enzimética.

Variavel da hidroélise Hidrolise 4cida  Hidrdlise enzimatica
Condic¢des brandas N&o Sim
Altos rendimentos N&o Sim
Auto-inibicdo N&o Sim
Formacéo de inibidores Sim N&o
Baixo custo de catalise Sim N&o
Menor tempo Sim Nao

Fonte: Taherzadeh; Karimi (2007).

Os fatores que afetam a hidrélise enzimatica incluem o tipo de substrato, a
atividade celulolitica e as condicbes de reagdo (temperatura, pH, entre outros

parametros). Para melhorar o rendimento e a taxa de hidrélise enzimatica, as
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pesquisas focam na otimizagdo do processo hidrolitico e no aumento da atividade
celulolitica (CANTWELL, 1988).

A hidrélise enzimatica dos materiais lignocelulésicos € limitada por diversos
fatores, como a cristalinidade da celulose, grau de polimerizacdo, umidade, area
superficial disponivel e o conteddo de lignina (LAUREANO-PEREZ et al., 2005).
Outros autores como Grous; Converse; Grethlein (1986) e Thompson; Chen; Grethlein
(1992) concluiram que o tamanho dos poros do substrato em relagdo ao tamanho das
enzimas é o principal fator limitante da hidrolise enziméatica da biomassa
lignoceluldsica. A retirada da fracdo de hemicelulose aumenta o tamanho médio dos
poros do substrato, aumentando a probabilidade de hidrélise da celulose (PALONEN
et al., 2004). A lignina e a secagem do material lignocelulésico pré-tratado também
limitam a taxa e extensdo da sacarificacdo enzimatica: a lignina por atuar como um
escudo e prevenindo que partes susceptiveis do substrato possam ser hidrolisadas, e
a secagem por provocar um colapso na estrutura dos poros (GROUS; CONVERSE;
GRETHLEIN, 1986; CHANG; HOLTZAPPLE, 2000).

A producéo de celulases para a hidrolise dos materiais lignoceluldsicos é feita
por fungos e bactérias. Estes microrganismos podem ser aerébicos ou anaerébicos,
mesofilicos ou termofilicos. Embora muitas bactérias celuloliticas produzam grandes
guantidades de enzimas altamente especificas, como é o caso dos anaerdbios
Clostridium thermocellum e Bacteroides cellulosolvens, elas ndo sdo usadas em
pesquisas para producdo comercial de celulases, pois requerem condi¢cBes de
anaerobiose para 0 seu desenvolvimento e ainda apresentam uma baixa taxa de
crescimento. Desta forma, os fungos filamentosos sé@o 0s principais organismos
pesquisados para a producdo de enzimas hidroliticas de material lignocelulésico
(DUFF; MURRAY, 1996).

3.11 Vias de producéo do etanol de segunda geracgéo

Como visto, o material lignocelulésico pode ser convertido em agucares
fermentesciveis através de um pré-tratamento térmico, seguido de uma hidrélise
quimica ou enzimatica (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009). A utilizacdo de celulases
na hidrélise da celulose ocorre em condi¢cdes mais brandas de pressao, temperatura e
pH, quando comparada com 0s processos quimicos. Além disso, exibe elevada
especificidade, diminuindo a ocorréncia de substancias toxicas (furfurais e derivados
de lignina) as células microbianas que serdo utilizadas para fermentacdo do meio
hidrolisado. Na rota enzimética, embora o custo de produgéo dos biocatalisadores

ainda seja alto, existem alguns pontos de economia no processo, tanto do ponto de
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vista energético, como metalirgico, pela possibilidade de utilizar materiais menos
nobres (BADGER, 2002).

A hidrélise enzimatica da celulose e conversdo dos agucares liberados em
etanol pode ser conduzida de forma sequencial, no processo denominado HSF
(hidrélise separada da fermentacdo), ou simultanea, processo denominado SSF,
(sacarificacdo simultanea a fermentacéo). O processo SSF contribui com menor custo
de investimento a planta, visto que nele sdo agrupadas duas etapas em um mesmo
reator. Nesse sistema, a glicose liberada € concomitantemente fermentada, reduzindo
a inibicdo das enzimas pelos produtos de hidréolise. A manutencdo de uma baixa
concentracao de glicose no meio também favorece o equilibrio das demais reacdes de
hidrélise, no sentido de formagdo de mais produto, além de reduzir riscos de
contaminac&o no sistema (OLOFSSON; BERTILSSON; LIDEN, 2008).

JA o processo HSF apresenta como uma das principais vantagens a
possibilidade de ambas as etapas, de hidrélise e de fermentacao, serem conduzidas
em suas condi¢cbes 6timas, uma vez que as celulases comumente apresentam melhor
atividade catalitica em temperaturas acima de 50 °C, bem acima da temperatura ideal
para a etapa fermentativa. Nesse caso, como ndo ha matéria-prima em suspensao
durante a fermentacéo, as células podem ser recicladas ao sistema. No entanto, essa
estratégia apresenta como desvantagens: o acumulo de acucares intermediarios da
hidrolise, causando inibicdo as enzimas; e reducdo na conversao final de glicose,
devido a adsorcdo de parte do agucar no solido residual da hidrolise (OLOFSSON;
BERTILSSON; LIDEN, 2008).

Considerando-se globalmente a conversao de biomassas lignocelulésicas em
etanol, a se¢do de conversdo da planta pode ainda ser constituida por uma etapa para
fermentacdo de pentoses, majoritariamente xilose, provenientes da fracdo
hemiceluldsica das matérias-primas. A realizacdo da fermentacdo de pentoses e
hexoses (glicose) em apenas um reator da-se 0 nome de cofermentacdo (CF). A
conducdo da cofermentagdo concomitantemente a hidrélise das fragbes celuldsica
e/ou hemicelulésica compreende o processo SSCF (sacarificacdo simultanea a
cofermentacéo) (PEREIRA, .

O final da evolucédo da técnologia parece ser o estabelecimento do Bioprocesso
Consolidado (BPC), no qual as quatro transformacdes biolégicas envolvidas na
producdo do bioetanol (producéo de enzimas, sacarificagéo, fermentacdo de hexoses
e fermentacdo de pentoses) ocorrem em um Unico equipamento. Nesse caso,
microrganismos termofilicos produziriam anaerobicamente complexos enzimaticos
com melhor atividade celulolitica que as tipicas enzimas de fungos e fermentariam

todos os agucares liberados no mesmo reator (Wyman, 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Producdo das enzimas por fermentacdo em estado sélido

4.1.1. Pré-in6culo

Foram testados diferentes fungos termofilicos, Thermoascus aurantiacus
CBMAI756 e Thermomyces lanuginosus, e mesofilicos, Penicillium viridicatum RFC3 e
Trichoderma reesei QM9414, para producdo de celulases (CMCase, [B-glicosidase,
atividade papel de filtro (PFase) e avicelase), hemicelulases (xilanase, (B-xilosidase e
arabinofuranosidase), pectinases e lacases. Os microrganismos encontravam-se
estocados na colecdo do Laboratério de Microbiologia e Bioquimica Aplicada do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, campus de Sao José do Rio Preto, em tubos de ensaio com
agar Sabouraud inclinado, submerso em 6leo mineral, em camara fria a 5 °C, ou
estocados em glicerol a -80 °C. Os termofilicos foram inoculados em erlenmeyers com
50 mL de agar Sabouraud inclinado a 50°C e 45°C, durante 48 e 168 horas para T.
aurantiacus e T. lanuginosus, respectivamente. Ja os mesofilicos foram inoculados em
erlenmeyers com 50 mL de ABD (Agar Batata Dextrose) inclinado a 28 °C por 168

horas.

4.1.2. Solucao nutriente

Foi utilizada como solucdo salina durante a fermentacdo a solucdo proposta
por Toyama e Ogawa (1978): 0,35% de (NH,).SO,, 0,3% de KH,PO,, 0,05% de
Mg.SO,47H,O e 0,05% de CaCl,, a qual foi esterilizada em autoclave a 121°C e 1

atmosfera durante 30 minutos.

4.1.3. Fermentadores

Foram utilizados como fermentadores sacos de polipropileno de 15x30 cm,
acoplados com bocal de PVC de 3,5 cm de comprimento e 1,5” de didmetro, os quais
foram entdo tampados com algodao envolto por gaze, para garantir a troca de gases e
assegurar que ndo houvesse contaminagdo por outros microorganismos. Os bocais
foram acoplados aos sacos com fita adesiva, garantindo que ndo ocorresse troca de

gazes por outro local que ndo os tampdes.
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4.1.4. Substrato para crescimento e producdo das enzimas

Bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo, cedidos por estabelecimentos do
setor agroindustrial da regido, foram lavados com agua destilada e secos em estufa a
55°C durante 48 horas e posteriormente homogeneizados.

Foram utilizados 5 g de substrato por fermentador, dos quais 2,5 g de bagaco
de cana-de-aclcar e 2,5 g de farelo de trigo, adicionados de 5 mL da solugéo
nutriente, o que corresponde a um substrato com 50% de base Umida. Em seguida
foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atmosfera durante 30 minutos. O bagaco
de cana-de-acgucar foi previamente separado em peneira granulométrica, e utilizou-se

a fragdo maior que 2 mm.

4.1.5. In6culo

4.1.5.1. Termofilicos

ApoOs o tempo 6timo de incubagcdo do pré-indculo foi adicionado 50 mL de
solucdo salina seguido de cuidadosa raspagem com alga de platina esterilizada por
chama até o rubro, para obtencdo de suspensdo micelial. A suspensdo micelial foi
triturada em blender autoclavado, a fim de se obter um in6culo mais homogéneo. Em
seguida, transferiram-se estes 50 mL para um erlenmeyer autoclavado contendo 100
mL da mesma solucdo, totalizando 150 mL de in6culo. Finalmente, 15 mL da
suspensédo micelial foram transferidos para cada saco fermentador, totalizando 20 mL
de solucéo salina e, dessa forma, 80% de umidade final do substrato. Todo o processo

foi feito em duplicata para cada fungo termofilico.

4.1.5.2. Mesofilicos

Apo6s o tempo 6timo de incubagdo do pré-inoculo (7 dias) adicionou-se 50 mL
da solucéo salina em cada erlenmeyer com o fungo ja esporulado e os esporos foram
entdo cuidadosamente suspensos por raspagem com alca de platina esterilizada em
chama até o rubro.

Para a padronizag¢do da quantidade de esporos em cada fermentador, 1 yL da
suspensdo foi colocado em uma camara de Neubauer, seguida da contagem em
microscopio 6tico. Inoculou-se volumes de suspensdo padronizados com 5,0x10’
esporos e, em seguida, os meios foram completados com solugdo salina para um

volume final de 20 mL, sendo suficiente para umedecer o meio de fermentacdo sem a

37



presenca de agua livre (80% de umidade). Esta etapa também foi feita em duplicata
para cada fungo mesofilico.

4.1.6. Fermentacédo em estado soélido

Foram inoculados e incubados 20 sacos fermentadores para cada fungo
testado durante um periodo de 10 dias, sendo que a cada 24 horas dois
fermentadores de cada microrganismo foram retirados para a extracdo enzimatica. O
fungo T. aurantiacus foi incubado a 50 °C, o T. lanuginosus a 45 °C, e os dois

mesofilicos, P. viridicatum e T. reesei, foram incubados a 28 °C.

4.2. Extracdo enzimatica

Os extratos enzimaticos brutos foram extraidos através da adi¢do de 100 mL
de agua destilada, maceracao para a destruicdo das estruturas miceliares, seguida da
transferéncia da suspenséo para erlenmeyers de 250 mL e agitacdo em shaker a 100
rpm por 1 hora.

Apés a agitacdo as amostras foram centrifugadas a 10000 g durante 20
minutos a 5 °C, para a remoc¢do das células. Finalmente, o extrato enzimatico foi
fitrado a vacuo, e estocado a -20 °C até a sua utilizacdo para as atividades

enzimaticas.

4.3. Determinacdo das atividades enzimaticas

4.3.1. Avicelase

A atividade de avicelase foi determinada com 0,1 mL do extrato enzimatico
convenientemente diluido, 0,9 mL de avicel 1,0% (Sigma) em tampao acido
acético/NaOH 0,1 M pH 5,0, por 10 minutos em banho termostatico a 60 °C para 0s
termofilicos e 45 °C para os mesofilicos. A reacgado foi interrompida apos 10 minutos
pela adicdo de 1,0 mL de DNS (&cido 3,5- dinitrossalicilico). O volume resultante foi
colocado em banho de ebulicdo durante 10 minutos e em seguida foi acrescido de 8,0
mL de &gua destilada, finalmente a quantidade de glicose liberada foi medida por
espectrofotometria a 540 nm (MILLER,1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséaria para liberar 1 ymol de agucar
redutor por minuto de reacdo, de acordo com a quantificagdo com a curva padréo do

acucar redutor correspondente.
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4.3.2. CMCase

A atividade de CMCase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no
topico 4.3.1. avicelase, exceto o substrato que foi substituido pela carboximetilcelulose
a 1% (Sigma).

4.3.3. Xilanase

A atividade de xilanase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito no
topico 4.3.1. avicelase, exceto o substrato que foi substituido pela xilana a 1% (Xylan
Birchwood, Sigma).

4.3.4. B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi composta de 50 uL do extrato enzimético bruto,
convenientemente diluido, 250 uL de 4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo 4 mM (PNPG,
Sigma) e 250uL de solucdo tampdo acido acético/NaOH 0,1 M e pH 5,0, por 10
minutos em banho termostatico a 60 °C para os termofilicos e 45 °C para os
mesofilicos . A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de Na,CO; 2 M, e o
nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol

de nitrofenol por minuto de reacéo a partir da curva padrao de nitrofenol.
4.3.5. B-xilosidase

A atividade de B-xilosidase foi realizada por procedimento idéntico ao descrito
no tépico 4.3.5. B-glicosidase, exceto o substrato que foi substituido pelo 4-nitrofenol-
B-D-xilopiranosideo 4 mM (PNPX, Sigma).
4.3.6. Arabinofuranosidase

A atividade de arabinofuranosidase foi realizada por procedimento idéntico ao

descrito no tépico 4.3.5. B-glicosidase, exceto o substrato que foi substituido pelo 4-

nitrofenol-B-D-arabinofuranosideo 4 mM (PNPA, Sigma).
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4.3.7. Atividade de papel de filtro (PFase)

A atividade papel de filtro foi determinada medindo a liberacdo de agucares
redutores na mistura de reacédo contendo papel de filtro Whatman n° 1 (1,0 cm x 6,0
cm = 50 mg) como substrato em 0,9 mL de tampéo &cido acético/NaOH 0,1 M pH 5,0
e 0,1 mL de extrato enzimatico devidamente diluido. A reagéo ocorreu a 60 °C para 0s
termofilicos e 45 °C para os mesofilicos, durante 60 minutos em banho termostatico
com agitacdo (150 rpm). A reacao foi paralisada em banho de gelo e pela adi¢cdo de
1,0 mL de DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico). O volume resultante foi colocado em
banho de ebulicdo durante 10 minutos e em seguida foi acrescido de 8,0 mL de agua
destilada, finalmente a quantidade de glicose liberada foi medida por
espectrofotometria a 540 nm (MILLER,1959). Uma unidade (U) de atividade PFase
corresponde a 1,0 umol de agucar redutor liberado por minuto de reagcdo sob as

condicbes de ensaio, quantificado de acordo com a curva padréo de glicose.

4.3.8. Poligalacturonase (PGase)

A atividade de poligalacturonase foi determinada pela mistura de reacdo
contendo 0,2 mL de extrato enzimatico devidamente diluido, 0,8 mL de solugéo
tampao 4cido acético/NaOH 0,1 M pH 5,0, contendo 1,0% de pectina (Sigma) com 64-
72% de esterificacdo. A mistura de reacado foi mantida a 60°C para os termofilicos e 45
°C para os mesofilicos, durante 10 minutos, e o acgUcar redutor liberado (acido D-
galacturénico) foi quantificado pelo método de DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de
PGase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 umol de acido

D-galacturénico por minuto, sob as condi¢cdes do ensaio.

4.3.9. Lacase

A atividade de lacase foi determinada a partir da oxidagdo do 2,2”-azino-bis-
etilbenthiazolina (ABTS), de acordo com Buswell; Cai; Chang (1995). A mistura de
reagdo foi composta por 0,1 mL da solugdo enzimatica, 0,1 mL de tamp&o acetato (0,1
M, pH 3,5 e 0,8 mL de solucdo de ABTS a 0,03% (p/v), mantidos a 50 °C
(termofilicos) e 37 °C (mesofilicos), por 1 minuto. A oxidacdo do ABTS foi medida pelo
monitoramento do aumento da absorbéncia a 420 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1,0 umol
de ABTS por minuto, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar para ABTS oxidado
de 3,6 x 10* M* cm™.
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4.3.10. Manganés Peroxidase

Para a determinacdo da atividade de manganés peroxidase (Mn-P), a mistura
de reacdo foi composta por 0,1 mL de solugcado enzimética, 0,8 mL de tampao lactato
de sodio (0,05 M, pH 3,5) e 0,1 mL de solu¢cdo de MnSO4 (0,5 mM). A reacéo foi
iniciada pela adicdo de H,O, (40 umol) e mantida a 50 °C, por 10 minuto. A
absorbancia foi medida a 240 nm. Uma unidade de atividade enzimética foi definida
como a quantidade de enzima necesséria para formar 1 pmol de Mn** por minuto,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 8,1 x 10° M* cm™ (GLENN;
AKILESWAREAN; GOLD, 1986; AITKEN; IRVINE, 1990).

4.3.11. Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade de lignina peroxidase foi determinada a 50 °C (termofilicos) e 37 °C
(mesofilicos), utilizando-se mistura de reacdo composta por 0,1 mL da solucédo
enzimatica, 0,8 mL de solucao tampéao tartarato de sédio (0,05 M, pH 3,5) e 0,1 mL de
solucéo de alcool veratrilico (40 mM). A reacao foi iniciada com a adicao de H,0O, (0,2
mM) e o aumento da absorbancia, devido a oxidacdo do alcool veratrilico, foi medido a
310 nm, apds 10 minutos de incubacdo. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1,0 pumol de
veratraldeido por minuto, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 9,3 x 10° M™
cm™ (TIEN; KIRK, 1998).

4.4. Determinacado quantitativa de acucares redutores sollveis

A determinacdo quantitativa de agUcar redutor foi realizada utilizando o método

de Somogyi-Nelson (1944), utilizando glicose como padrao.

4.5. Determinacdo quantitativa de agucares totais

A dosagem de acucares totais foi realizada pelo método de fenol-sulfurico

proposto por Dubois et al. (1956), utilizando glicose como padréo.

4.6. Determinag¢do quantitativa de proteina

O teor total de proteina foi quantificado utilizando o método de Hartree-Lowry

(1951), utilizando soro albumina bovina como padréo.
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4.7. Concentracdo do extrato enzimético bruto

O extrato enzimético bruto foi concentrado por precipitagdo das proteinas com
75% de etanol. Em 100 mL de extrato bruto adicionou-se vagarosamente 300 mL de
alcool etilico anidro e deixou-se descansar por 12 horas. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada a 10.000 g, 0 °C por 20 minutos, e eliminou-se o sobrenadante. O
precipitado (proteinas) foi ressuspendido em 10 mL de tampao acetato de sédio 0,1 M
pH 5,0, obtendo-se uma concentracao final de 10x. O extrato enzimatico concentrado

foi estocado a -20 °C até o momento da utilizac&o.

4.8. Determinacdo da granulometria do bagaco de cana-de-agucar a ser pré-

tratado

A partir do bagaco de cana-de-acucar que foi utilizado no processo de
fermentacdo, ou seja, previamente lavado e seco (estufa a 50 °C por 48 horas),
separou-se 0 mesmo em peneira granulométrica em trés fracées: menor que 0,59 mm,
entre 0,59 e 2,0 mm e maior que 2,0 mm. Pesou-se 5 g de cada fracdo do bagaco em
erlenmeyers de 250 mL, acrescentando 45 mL de agua destilada para a amostra
controle e 45 mL de HCI 0,1 M para o pré-tratamento acido. O bagaco foi submetido a
um tratamento térmico em autoclave a 121 °C, 1 atmosfera por 30 minutos. Em
seguida, separou-se o bagaco da fracao liquida e este foi lavado, seco e estocado em
camara fria a 5 °C. A fracdo liquida foi centrifugada a 10000 g durante 20 minutos a 5
°C para eliminar pequenas particulas de bagaco remanescentes e o sobrenadante foi

estocado a -20 °C para posterior analise de acucares redutores e cromatografia de

papel.

4.9. Pré-tratamentos do bagaco de cana-de-agUcar para hidrolise

O bagaco de cana-de-agucar previamente lavado e seco foi separado em
peneira granulométrica de 0,59 mm, aproveitando-se a por¢do que conseguiu
atravessar a malha da peneira. Em seguida, 5 g de bagaco foram pesados em
erlenmeyers de 250 mL, acrescentando 100 mL das seguintes solugbes: agua
destilada (controle), HCI, H,SO,4, H3PO4, H,O, e NaOH, todas na concentrag¢éo 0,1 M.

O bagaco foi submetido a um tratamento térmico &cido em autoclave a 121 °C,
1 atmosfera por 30 minutos. Secou-se o0 bagaco em estufa a 50 °C por 24 horas, e 0
estocou em camara fria a 5 °C até a sua utilizacdo. A fracdo liquida do pré-tratamento

foi centrifugada a 10000 g durante 20 minutos a 5 °C para eliminar as pequenas
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particulas de bagaco remanescentes e o sobrenadante foi estocado a -20 °C para
posterior andlise de agucares redutores.

4.10 Pré-tratamento com explosao a vapor

Um bagaco pré-tratado com explosédo a vapor (EV), cedido pela Usina Estiva,
localizada em Novo Horizonte, também foi selecionado para a hidrélise enzimética. A
usina utiliza um reator vertical em formato de cone de aproximadamente 5 m® com
capacidade para 730 kg de bagaco. As condi¢cdes do pré-tratamento foram: bagaco
com 50% de umidade, 6 minutos de cozimento, pressdo de 18 kgflcm® a uma
temperatura de 280 °C. Este bagaco também foi estocado em camara fria e, parte
dele, foi previamente lavado e seco (estufa a 50 °C por 48 horas) antes da estocagem.

4.11. Determinacé&o do teor de umidade

Para calcular a eficiéncia da sacarificacdo enzimatica, somente as fracdes
hidrolisaveis (celulose e hemicelulose) e que fornecem os aclUcares de interesse
(glicose e xilose) foram levadas em consideracdo. Neste caso, estimou-se que o
bagaco contém 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina (PANDEY et
al., 2000a), além do teor de umidade presente, que também deve ser eliminado para
efeito de calculo.

Sendo assim, avaliou-se os teores de umidade do bagaco comum esterilizado,
e daqueles que sofreram o pré-tratamento de explosdo a vapor, tanto o que foi lavado
(bagaco EV lavado) antes da hidrélise, como aquele que foi diretamente estocado
(bagaco EV original).

Com esses dois ultimos bagacos, também foram determinados os teores de
glicose, acucar redutor e agucar total. Para isso, pesou-se 0,1 g de cada bagaco em
erlenmeyers de 50 mL, adicionou-se 5 mL de 4gua destilada e os colocou em agitagédo
a 150 rpm por duas horas. Em seguida, realizou-se uma filtragdo a vacuo, na qual se
adicionaram outros 5 mL de agua para remover todo o contetdo do erlenmeyer. O
papel de filtro, contendo o bagago, foi colocado em estufa para a posterior
determinagéo de perda de peso. A solugédo, com 10 mL, foi estocada a -20 °C até a

guantificac@o dos agucares anteriormente mencionados.
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4.12. Hidrdélise enzimética

A hidrélise enzimatica foi conduzida de trés formas diferentes:

e A primeira delas foi realizada em erlenmeyers de 50 mL, contendo 0,2 g de
bagaco de cana com granulometria menor que 0,59 mm proveniente do pré-tratamento
controle (esterilizacdo com &gua). Foram adicionados 1, 2, 4 ou 6 mL de extrato
enzimatico bruto em cada erlenmeyer e completou-se para 10 mL de volume final com
tampdo &cido acético/NaOH 0,2 M pH 5,0. Os erlenmeyers foram colocados em
agitador orbital a 150 rpm.

e No segundo caso, a hidrélise enziméatica foi conduzida em pequenos tubos
com rolha, porém devido ao tamanho limitante destes, houve a necessidade de reduzir
o contetdo total da solugdo. Sendo assim, reduziram-se a metade os valores
anteriores, pesando-se 0,1 g do bagaco e adicionando 1, 2 ou 3 mL de extrato
enzimatico bruto em cada tubo e completando para 5 mL de volume final com tampéo
acido acético/NaOH 0,2 M pH 5,0. Os tubos foram acondicionados em banho
termostéatico apropriado e equipado com agitador a 150 rpm. Nesta hidrdlise utilizou-se
0 bagaco pré-tratado com exploséo a vapor. Em ambos os casos as hidrélises foram
conduzidas a 60 °C (termofilicos) e 40 °C (mesofilicos).

e A terceira hidrolise foi realizada com a mistura dos extratos enzimaticos
brutos de Thermoascus aurantiacus e de Trichoderma reesei. O processo foi realizado
em erlenmeyers de 125 mL, pesando-se 0,5 g de bagaco pré-tratado com exploséo a
vapor, adicionando 5, 10 ou 15 mL da mistura de extrato enzimatico (1:1) e
completando para 25 mL de volume final com tampéo acido acético/NaOH 0,2 M pH
5,0. Por se tratar de um fungo termofilico e um mesofilico, respectivamente, optou-se
por conduzir a hidrélise intercalando-se os erlenmeyers a cada 30 minutos em dois
banhos termostaticos equipados com agitador (150 rpm), sendo um deles ajustado a
60 °C e o outro a 40 °C.

Em todas as hidrolises, as amostras dos hidrolisados foram retiradas apos 1, 2,

4 e 6 horas para a quantificagdo dos agucares redutores por Somogy-Nelson (1944).

4.13. Determinacdo de fendis totais

O indice de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
descrito por Chaovanalikit e Wrolstad (2004), no qual a mistura dos &cidos
fosfowolframico e fosfomolibdico em meio basico se reduz ao oxidar os compostos
fendlicos, originando 6xidos azuis de wolframio e molibdeno. O reagente de Folin-

Ciocalteau tem sua coloracdo alterada de amarela para azul na presenca de
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compostos fendlicos e a intensidade da coloragdo azul segue a Lei de Lambert-Beer
(VINSON et al., 2001; BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; SULTANA; ANWAR,;
PRZYBYLSKI, 2007).

A reacdo foi composta por 100 pL da amostra do extrato, 500 puL de Folin-
Ciocalteu, 7,5 mL de agua deionizada, apés 10 minutos, em um lugar escuro a
temperatura ambiente, acrescentou-se 1,5 mL de carbonato de sodio (20%) e apds 20
minutos foi feita a leitura da absorbancia medida em 755 nm (YU et al.,, 2002;
KUSKOSKI et al., 2005; SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI, 2007). O resultado foi
expresso em concentracdo de polifendis correspondente a acido vanilico e a analise

foi realizada em triplicata.

4.14. Determinagédo de furfural e 5-hidroximetilfurfural por HPLC

O furfural e o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) estdo entre os produtos de
degradacdo do material lignoceluldsico e, desta forma, foram quantificados por HPLC
Dionex bomba P680, acoplado a um degaseificador Dionex DG-1210 e um detector
UV/Vis UV-975. Os cromatogramas foram construidos utilizando-se o software
StarChromatography 4.0 Varian. Os hidrolisados foram previamente filtrados em
membrana Millipore 0,22 ym e submetidos a um método proposto por Dogaris et al
(2009) modificado, usando uma coluna C8 fase reversa (Dionex 208 SP™ 4,6 x 250
mm 90A 5 ) e o detector ajustado a 280 nm. O volume de injecdo foi de 20 pL e a
temperatura da coluna ajustada a 40 °C. O fluxo foi de 0,8 mL/minuto e a fase mével
com o solvente A (4gua deionizada) e B (metanol Dinamica 99,8%). A eluicao foi por
gradiente partindo de 100% de A até 60% de A e 40% de B em 25 minutos. A
guantificacdo foi feita por padronizacdo externa com os padrdes de furfural e 5-

hidroximetilfurural.

4.15. Determinacédo dos agucares redutores produzidos na hidrolise enzimatica

As andlises dos carboidratos foram feitas usando HPAEC-PAD (ICS 3000,
Dionex Corporation, EUA), equipado com amostrador automatico AS40, coluna de
troca anidnica CarboPac PA-1. A forma de onda empregada foi a “standard quadruple”
com os seguintes pulsos potenciais e duracdes: E;= 0,10V (1,=0,40s); E,= -2,00V
(t,=0,02s); Es= 0,60V (t3=0,01s); E4= 0,10V (1,=0,06s). Os diluentes foram preparados
com agua deionizada ultra pura (18 MQ) e desgaseificada com N,. O fluxo foi de 1
mL/minuto com solvente A (200 mM de NaOH), solvente B (Agua ultra pura) e solvente

C (500 mM de acetato de s6dio com 150 mM de NaOH). Com eluigdo isocratica de 0 a

45



14 minutos com 5% de A, 95% de B e 0% de eluente C. Apds 14 minutos a eluicao foi
por gradiente até 30 min chegando a 90% de A, 0% de B e 10% de C. Para as
andlises dos acucares foram usados padrdes de glicose, xilose, galactose, arabinose,

xilobiose e celobiose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Atividades enziméaticas

4.1.1. Avicelase

Dentro da metodologia proposta para a andalise das atividades enziméaticas, nao
foi possivel detectar atividade de avicelase em nenhum dos extratos enzimaticos.

5.1.2. CMCase

Apesar de ndo se observar um pico bem definido, o fungo T. aurantiacus
apresentou atividade de CMCase muito superior a todos os demais fungos, chegando
a uma producdo de 536 U/g (26,8 U/mL) em 120 horas de fermentacdo. Dentre os
mesofilicos, o fungo T. reesei foi o melhor produtor, com 56 U/g (2,7 U/mL) em 168
horas, enquanto o fungo P. viridicatum apresentou uma producdo ainda mais baixa
durante os 10 dias de fermentacéo, atingindo o pico apds 96 horas, com producao de
16,9 U/g (0,8 U/mL). Ja o outro termofilico, T. lanuginosus, ndo apresentou
guantidades apreciaveis para a deteccéo pelo método proposto (Figura 9).

Kalogeris et al., (2003) estudaram a producao de CMCase e B-glicosidase por
T. aurantiacus em diversos residuos agroindustriais (palha de trigo, palha de arroz,
espiga de milho e farelo de aveia). A palha de trigo foi a fonte de carbono mais

eficiente para producao dessas enzimas, obtendo 1235 U/g de CMCase e 105 U/g de

B-glicosidase.
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Figura 9: Producéo de CMCase por T. aurantiacus,
T. reesei e P. viridicatum.
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5.1.3. Xilanase

Os quatro fungos avaliados produziram a enzima xilanase, com as maiores
atividades encontradas nos extratos dos termofilicos. Dentre eles, o fungo T.
aurantiacus novamente destacou-se como o melhor produtor, atingindo o pico de
producd@o ap6s 120 horas de fermentagdo com 3.419 U/g (171 U/mL). J& o fungo T.
lanuginosus teve sua maxima producdo em 168 horas com o valor de 755 U/g (38
U/mL).

Entre os mesofilicos o melhor produtor foi fungo T. reesei, com 538 U/g (27
U/mL) em 192 horas, enquanto o fungo P. viridicatum produziu 308 U/g (15,4 U/mL)
em 96 horas (Figura 10).

Em trabalho realizado por Rezende et al. (2002), visando a producdo de
xilanase por Trichoderma harzianum Rifai, realizou-se a fermentacdo em estado solido
em bagaco de cana-de-acucar, e obtiveram uma produc¢éo de 15 U/mL.

Por apresentar vantagens como estabilidade térmica e pH 6timo préximo ao
neutro, Puchart et al., (1999) estudaram diversas cepas de T. lanuginous para a
producdo de xilanase e outras enzimas hemiceluloliticas. Quando cultivados em meio
sintético de xilana, esses autores obtiveram a producédo de 1.613 U/mL, mostrando um

alto potencial desse fungo.
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Figura 10: Producdo de Xilanase por T. aurantiacus,
T. lanuginosus, P. viridicatum e T. reesei.

5.1.4. B-glicosidase
Em trés dos quatro fungos avaliados detectou-se quantidades apreciaveis da

enzima B-glicosidase. Os termofilicos foram novamente os melhores produtores, com
83 U/g (4,2 U/mL) em 216 horas para o fungo T. lanuginosus, e 77 U/g (3,9 U/mL) em
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120 horas para o fungo T. aurantiacus. Na figura 11 observa-se que o fungo T.
aurantiacus produziu as maiores quantidades da enzima nos primeiros dias de
fermentagdo, decaindo com o tempo, enquanto o fungo T. lanuginosus apresentou
uma curva de producao inversa, onde as maiores atividades foram detectadas apds o
5° dia de fermentacgao.

O terceiro melhor produtor foi o fungo P. viridicatum, com 65 U/g (3,2 U/mL) em
216 horas de fermentacdo, enquanto o fungo T. reesei apresentou uma baixa
producéo, com 4,44 U/g em 216 horas (Figura 12).

Martins et al., (2008) estudaram a producéo de celulases pelo fungo Penicillium
echinulatum através de fermentacdo submersa em meio contendo farelo de trigo por 8

dias, e para a enzima [3-glicosidase obtiveram a producéo de 0,31 U/mL.
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Figura 11: Producéo de B-glicosidase por T. Figura 12: Producéo de B-glicosidase por
aurantiacus e T. lanuginosus. P. viridicatum e T. reesei.

5.1.5. B-xilosidase

Os fungos termofilicos foram os melhores produtores da enzima B-xilosidase,
embora a producdo de ambos tenha sido modesta, quando com paradas com a de
outras enzimas. O fungo T. aurantiacus apresentou uma producdo crescente da
enzima, atingindo o pico somente no décimo dia de fermentagdo, com 21 U/g. J& o
fungo T. lanuginosus atingiu seu pico logo no segundo dia de fermentacdo, com 9,8
U/g (Figura 13).

A producdo de B-xilosidase pelos mesofilicos foi ainda mais baixa, na qual
ambos atingiram sua produgcdo maxima em 96 horas, com 4,6 U/g pelo fungo P.
viridicatum, e apenas 0,91 U/g pelo fungo T. reesei (Figura 14).

Puchart et al., (1999) avaliaram a produgao de (-xilosidase por 17 cepas de T.
lanuginosus, e obtiveram a producédo de 1,26 U/mL e 1,50 U/mL da enzima em meio

sintético com xilana e espiga de milho, respectivamente.
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Figura 13: Produgéo de B-xilosidase por T. Figura 14: Producdo de B-xilosidase por.
aurantiacus e T. lanuginosus. P. viridicatum e T. reesei.

5.1.6. Poligalacturonase (PGase)

A atividade de poligalacturonase foi detectada nos extratos enziméticos do
guarto fungos avaliados, sendo que as maiores producdes sempre ocorreram até o
terceiro dia de fermentagdo. O fungo T. aurantiacus merece destaque por ter
alcancado uma alta producdo quando comparado aos demais, produzindo 118 U/g
(5,9 U/mL) em 72 horas de fermentacdo. O segundo melhor produtor foi o fungo T.
reesei, com pico de producédo de 36 U/g (1,8 U/mL) também em 72 horas. Os fungos
P. viridicatum e T. lanuginosus apresentaram as curvas de producdo mais préximas,
com picos de 25 Ulg (1,2 U/mL) e 22 U/lg (1,1 U/mL), em 48 e 72 horas,

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Producdo de poligalacturonase por T.
aurantiacus, T. lanuginosus, P. viridicatum e T.

reesei.
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5.1.7. Lacase / Manganés Peroxidase / Lignina Peroxidase

Dentro da metodologia proposta para a andlise das atividades enziméticas, nao
foi possivel detectar atividade em nenhum dos extratos enzimaticos.

5.1.8. Resumo das produc¢des enzimaticas obtida por cada fungo

Os tabelas 3 e 4 sintetizam os resultados obtidos na fermentacdo em estado

sélido, elucidando os picos de producfes enzimaticas obtidos por cada fungo avaliado.

Tabela 3: Resumo dos tempos de melhor producdo e respectivas atividades de cada enzima
dos fungos termofilicos.

Thermoascus aurantiacus

CBMAI 756 Thermomyces lanuginosus
Enzima Tempo (h) Atividade Tempo (h) Atividade
CMCase 120 é’;’%/% ?_) - -
B-glicosidase 120 (3,7975,%) 216 (4?235/%)
Xilanase 120 (274 113 /Lrjrfg) 168 (3;:5755/%_)
Prdlosidase 240 (L1 um) e 0 UML)
Poligalacturonase 72 (51,$8U3Jr/n gL) 72 (1,212ljjllr?1L)

Tabela 4: Resumo dos tempos de melhor producéo e respectivas atividades de cada enzima
dos fungos mesofilicos.

Penicillium viridicatum Trichoderma reesei
RFC3 QM9414
Enzima Tempo (h) Atividade Tempo (h) Atividade
17 Ulg 56 U/g
CMCase <le (0,8 U/mL) 168 (2,7 U/mL)
. 65 Ulg 4,4 Ulg
B-glicosidase 216 (3.2 U/mL) 216 (0,2 U/mL)
_ 308 Ulg 538 U/g
Xilanase 96 (15,4 U/mL) 96 (26,9 U/mL)
L 4,6 Ulg 0,9 U/g
B-xilosidase 96 (0.2 U/mL) 192 (0,05 U/mL)
. 25 Ulg 36 u/g
Poligalacturonase 48 (1,2 U/mL) 2 (1,8 U/mL)
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5.2. Determinacdo quantitativa de agucar redutor soluvel

Com excecao do fungo T. lanuginosus (Figura 16) que apresentou uma curva
de quantificacdo dos acUcares redutores distinta dos demais, os outros trés fungos
apresentaram uma caracteristica comum entre si, que foi a de haver uma maior
concentracao de acglcares no primeiro dia de fermentagéo, seguida de uma queda nos
dias seguintes. Desta forma, nos extratos enzimaticos de T. reesei, P. viridicatum
(Figura 17) e T. aurantiacus, ap0s 24 horas de fermentacdo, quantificou-se: 0,84
mg/mL, 0,71 mg/mL e 0,66 mg/mL de acUcares redutores, respectivamente. Para o
fungo T. lanuginosus, a maior quantificacdo de acgUcares redutores ocorreu em 240

horas de fermentac¢do, com 0,26 mg/mL.
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Figura 16: Quantificacdo de acUcar redutor Figura 17: Quantificacdo de acUcar redutor
soluvel nos extratos de T. aurantiacus e T. soluvel nos extratos de P. viridicatum e T.
lanuginosus. reesei.

5.3. Determinacao quantitativa de acUcares totais

As curvas de quantificacdo dos acgUcares totais revelaram um comportamento
semelhante ao observado com o0s acUcares redutores. Os extratos dos fungos T.
aurantiacus (Figura 18), P. viridicatum e T. reesei (Figura 19) apresentaram um perfil
semelhante, com maior quantificacdo dos agucares em 24 horas, decaindo com o
decorrer do tempo, enquanto o extrato de T. lanuginosus apresentou uma curva sem o
mesmo padrdo, na qual se observa uma maior variacdo da quantificacdo de agucares
ao longo da fermentagéo, além de um grande desvio padrao.

Sendo assim, a quantificacdo dos aclcares totais (mg/mL) dos extratos de T.
aurantiacus, P. viridicatum e T. reesei, em 24 horas de fermentacéo, foi de: 1,84; 1,53
e 1,71, respectivamente. O extrato enzimatico do T. lanuginosus com maior

quantificag@o de agucares totais ocorreu em 72 horas, com 1,98 mg/mL.
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Figura 18: Quantificacdo de acuUcares Figura 19: Quantficacdo de acUcares
totais nos extratos de T. aurantiacus e T. totais nos extratos de P. viridicatum e T.
lanuginosus. reesei.

5.4. Determinacado quantitativa de proteina

A producdo de proteinas durante o processo fermentativo também foi
acompanhada, e as curvas de proteinas totais dos quatro fungos estéo representadas
abaixo. Os fungos T. aurantiacus (Figura 20) e T. reesei (Figura 21) produziram as
maiores quantidades de proteina, que variou na faixa de 300 a 400 pg/mL para
ambos. J& os fungos T. lanuginosus e P. viridicatum também produziram quantidades

similares, porém bem menores, variando aproximadamente de 100 a 200 ug/mL.
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Figura 20: Quantificacdo de proteinas Figura 21: Quantificacdo de proteinas
totais nos extratos de T. aurantiacus e T. totais nos extratos de P. viridicatum e T.
lanuginosus. reesei.

5.5. Producgéo dos extratos enzimaticos para a hidrélise
Uma vez determinado o perfil de producdo enzimatica dos quatro fungos

avaliados, realizou-se uma nova fermentagdo para a obtencdo dos extratos

enzimaticos a serem utilizados na hidrélise do bagago de cana-de-aglcar. As mesmas
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condigbes da fermentacdo anterior foram mantidas e a quantificacdo das enzimas,
acucares e proteinas nesses extratos também foram avaliadas.

Os extratos de T. aurantiacus e T. lanuginosus foram extraidos no 5° e 7° dia
de fermentacdo, respectivamente, enquanto que para ambos mesofilicos, P.
viridicatum e T. reesei, utilizou-se o0 9° dia.

O perfil de producdo desses extratos encontra-se nos tabelas 5 e 6. A partir
das tabelas é possivel notar que ocorreram mudancas nas atividades de algumas
enzimas em relacdo a fermentacdo anterior, aumentando ou diminuindo a
guantificacdo das mesmas. Isso é possivel devido a existéncia de variaveis do
processo fermentativo, que vao desde a origem e numero de repiques que o fungo
passou, até a origem do substrato para a fermentacdo e contagem do numero de

esporos, por exemplo.
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5.6. Concentracédo do extrato enzimatico bruto

Além do extrato bruto, também foi utilizado na hidrolise do bagago o extrato
concentrado desses fungos. Para isso, realizou-se a precipitacdo das proteinas com
etanol. Para confirmar a eficiéncia da precipitacdo, avaliou-se novamente as atividades

das principais enzimas envolvidas na hidrélise (Tabela 7).

Tabela 7: Atividades enziméticas dos extratos concentrados de T. aurantiacus, T. lanuginosus, P.
viridicatum e T. reesei.

CONCENTRADO Dia  CMO3®  gicosigase  Xlanase  prase
10X (Ulg)
T. aurantiacus 5 932(1,7x) 85 (6,1x) 30.114 (7,6x) 57 (5,7X)
T. lanuginosus 7 96 (78,4x%) 507 (5,6x) 8.934 (9,0x) 9,4 (3,0x)
P. viridicatum 9 24 (2,6x) 73 (5,5%) 541 (4,7x) 1,6 (-3,1x)
T. reesei 9 251 (4,6x) 29,0 (8,3%) 4.118 (6,4%) 66 (6,9%)

Como se observa na tabela 7 o etanol foi eficiente para a precipitacdo da
maioria das enzimas do extrato bruto, com rendimentos entre 50 e 90%. No entanto, a
precipitacdo com etanol mostrou-se menos eficiente para a endoglucanase, com
rendimentos abaixo de 50%. Houve apenas perda de atividade de PFase no extrato

enzimatico de Penicillium viridicatum.

5.7. Determinacdo da granulometria do bagaco de cana-de-acUcar a ser pré-

tratado

A andlise da fracdo liquida do pré-tratamento realizado com agua e HCI 0,1 M
descrito anteriormente, revelou uma maior concentracdo de acgUcares redutores nas
fracdes de bagaco menor que 0,59 mm e maior que 2,00 mm (Tabela 8). O material
lignocelulosico dessas fracdes possivelmente sofreu uma maior desestruturacao,
resultando em uma maior liberacdo de agucares. Similarmente, a cromatografia em
papel, realizada com padrdes de glicose, xilose e celobiose, comprovou a presenca

desses acucares solubilizados na fracéo liquida (Figura 22).
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Tabela 8: Quantificagdo dos acUcares redutores na fragcdo liquida proveniente do
pré-tratamento de diferentes fracdes do bagaco de cana-de-agucar.

Granulometria (mm) Controle (AgUcar HCI 0,1 M (AguUcar
Redutor pg/mL) Redutor pg/mL)
Bagaco<0,59 176 659
0,59<Bagaco<2,00 134 525
Bagaco>2,00 167 673
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Figura 22: Cromatografia de papel com a fracdo liquida do pré-tratamento
térmico com acido cloridrico 0,1 M. Legenda: A;(bagaco<0,59 mm); A,
(0,59<bagaco<2,00 mm); Az (bagaco>2,00 mm); C (celobiose); X (xilose); G
(glicose).
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A partir deste teste, selecionou-se a fragdo menor que 0,59 mm para a

realizacdo das hidrélises enziméticas.

5.8 Pré-tratamentos do bagaco de cana-de-agucar

A analise da fracdo liquida do material lignocelulésico pré-tratado com agua
guente revelou que apenas uma pequena quantidade de acucar redutor foi
solubilizada, com excecdo do pré-tratamento acido com HCI, no qual foi possivel

encontrar aproximadamente 14,0 mg/mL de acUcares redutores (Tabela 9).

Tabela 9: Quantificacdo dos acUcares redutores na fragdo liquida proveniente do pré-
tratamento com diferentes solugdes.

Bagaco pré-tratado  Agucar Redutor (ug/mL) Desvio Padréo
Controle (agua) 53 1,58
HCI 13,91 x 10° 451
H,SO, 47 6,79
HsPO, 32 2,51
H,O, 57 0,14
NaOH 101 3,45

5.9. Determinacéo do teor de umidade

Para avaliar a eficiéncia da hidrdlise enzimatica, foi necessario determinar o
teor de umidade dos bagacos pré-tratados. Além disso, determinaram-se os teores de
glicose, acucares redutores e acUcares totais do bagaco pré-tratado com explosao a

vapor. Os resultados obtidos estdo expostos nos tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Determinacdo dos teores de umidade do bagaco comum esterilizado e dos pré-
tratados com exploséo a vapor.

Bagaco Umidade (%) Desvio Padrao
Bagaco esterilizado 8,4 0,47
Bagaco EV lavado 4.4 0,13
Bagaco EV original 56 1,01
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Tabela 11: Quantificacdo de acUcares e determinacdo da perda de peso do bagaco pré-tratado
com exploséo a vapor.

Bagaco Glicose* AcuUcar redutor*  Acucar total* Perda de peso
(%) (%) (%) (%)
Bagaco EV
lavado 0,02 0,5 0,6 15,6
Bagaco EV 0,06 4.1 6,7 67
original

*Expresso em termo de bagaco

Os resultados revelaram que o bagaco pré-tratado com explosao a vapor e que
foi diretamente estocado (Bagaco EV original) apresentava um alto teor de umidade,
além de uma elevada quantidade de acucares livres. Além disso, a lavagem deste
bagaco foi eficiente, ao se observar que o bagaco EV lavado apresentava teor residual
de menos de 10% dos agucares totais.

5.10. Hidrdlise enzimética

A hidrélise enzimatica realizada em agitador orbital revelou a as diferentes
capacidades de sacarificacdo de cada extrato enzimatico avaliado. Em relacdo aos
termofilicos, o extrato enzimatico do fungo T. aurantiacus (Figura 23) foi
aproximadamente 14 vezes mais eficiente que o extrato de T. lanuginosus (Figura 24).
Quanto aos mesofilicos, o fungo T. reesei (Figura 25) apresentou uma capacidade

hidrolitica cerca de 10 vezes superior ao fungo P. viridicatum (Figura 26).
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Figura 23: Sacarificacdo enzimética do bagaco de cana-de-
aclcar pré-tratado com 4gua quente com extrato enzimatico

de T. aurantiacus. Perfil de atividade enzimatica conforme
tabela 5.
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Figura 24: Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana-de-
aclcar pré-tratado com agua quente com extrato enzimatico
de T. lanuginosus. Perfil de atividade enzimatica conforme
tabela 5.
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Figura 25: Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana-de-
aclcar pré-tratado com 4gua quente com extrato enzimatico
de T. reesei. Perfil de atividade enzimética conforme tabela 5.
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Figura 26: Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana-de-
aclcar pré-tratado com agua quente com extrato enzimatico
de P. viridicatum. Perfil de atividade enzimética conforme
tabela 5.

A partir da analise das figuras 22 a 26 € possivel observar que o aumento da
guantidade de extrato enzimatico resultava em um aumento da liberacdo dos
acucares. Da mesma forma, com o aumento do tempo de hidrolise, maior foi a
guantificacdo dos acuUcares, sendo que em nenhum dos casos ocorreu a saturacao
das enzimas pelo substrato, uma vez que pela projecdo das curvas ainda deveria
ocorrer um aumento crescente na liberacdo dos mesmos.

Além disso, ficou evidente o maior poder de sacarificacdo dos extratos
enzimaticos dos fungos T. reesei e T. aurantiacus, que conseguiram liberar 1,24 e 0,97
mg/mL de acuUcares ap06s 6 horas de hidrélise com 6 mL de enzima, respectivamente.
Descontando-se o teor de umidade de 8,37% deste bagaco, bem como o teor
aproximado de 25% de lignina (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000b), esses
extratos conseguiram hidrolisar 9,0 e 7,0% do bagago de cana-de-acucar,

respectivamente.

5.11. Hidrolise com os extratos concentrados

Na tentativa de se obter uma relacdo enzima/substrato na qual fosse possivel
observar a saturacdo da enzima, realizou-se o teste de hidrolise com os extratos
enzimaticos concentrados. Desta vez, a hidrolise ocorreu em banho termostatico com
agitacdo (150 rpm), em pequenos tubos com rolha, e nas mesmas condi¢cdes do

ensaio realizado no agitador orbital, porém com todos os reagentes reduzidos pela
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metade, ou seja, 0,1 g de bagaco esterilizado, extrato enzimatico e tampao acetato de
sédio 0,2 M pH 5,0 totalizando um volume de 5 mL. Esta andlise foi realizada com os
extratos dos fungos T. reesei (Figura 27) e T. aurantiacus (Figura 28), pois obtiveram
os melhores resultados no ensaio anterior.

Diferentes atividades enzimaticas estdo presentes no extrato enzimatico bruto,
assim, para determinar o volume do extrato concentrado a ser utilizado, padronizou-se
com base na atividade de xilanase (U totais) presente em cada mL de extrato bruto.
Neste experimento foram utilizados dois volumes de enzima: um com 582 U de

xilanase, e um outro volume contendo 6 vezes mais (3.492 U).

—&— x UT (xilanase)
---@-- 6x UT (xilanase)

Trichoderma reesei

2.0_-
1,8_. o
1,6_- |
1,4_-
1,2_-

1,04

AcUcar Redutor (mg/mL)

0,8
0,6

0,4

T T T T T T T
(0] 1 2 3 4 5 6

Tempo de hidroélise (horas)

Figura 27: Sacarificagdo enzimética por T. reesei com extrato
concentrado. Perfil de atividade enziméatica conforme tabela 7.
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Figura 28: Sacarificacdo enzimatica por T. aurantiacus com
extrato concentrado. Perfil de atividade enzimatica conforme
tabela 7.

Com o menor volume de extrato concentrado houve a liberagdo maxima de
0,89 e 0,58 mg/mL de aclcares apds 6 horas de hidrélise, para os fungos T. reesei e
T. aurantiacus, respectivamente.

Ao utilizar o extrato concentrado com 6 vezes mais unidades de xilanase (3.492
U), observou-se um aumento da sacarificacdo, porém nao proporcional ao aumento de
unidades enziméaticas. Isto pode ter ocorrido devido a maior sensibilidade da enzima
concentrada, que esta mais susceptivel a desnaturacao pela temperatura e agitacao e,
desta forma, néo ficou totalmente ativa durante o processo de hidrélise. Outra possivel
razao foram as mudancas das condicGes de ensaio, do agitador orbital para o banho
termostatico.

No entanto, nestas condicdes, foi possivel obter 1,93 mg/mL com o extrato de
T. reesei e 1,42 mg/mL com o de T. aurantiacus ap6s 6 horas de hidrélise, ou seja, um
aumento de 55 e 46% em relac@o ao teste anterior, respectivamente. Neste ensaio, a
eficiéncia da hidrdlise do bagaco foi de 14,0% para o mesofilico e 10,3% para o
termofilico. Isto corresponde a geracado de 9,65 g de agucares redutores a cada 100 g

de bagaco de cana para o fungo T. reesei, ou 7,1 g para o fungo T. aurantiacus.

5.12. Hidrélise do bagaco pré-tratado com exploséo a vapor

A hidrolise do bagaco pré-tratado com explosdo a vapor ocorreu nas mesmas

condicbes do ensaio realizado com os extratos concentrados. Utilizou-se 1, 2 ou 3 mL
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dos extratos brutos de T. aurantiacus (Figuras 29 e 30) e T. reesei (Figuras 31 e 32),
completando-se para um volume final de 5 mL com tampdao acetato de sodio 0,2 M pH
5,0, conforme o segundo modelo da hidrdlise enzimatica. Foram usados os bagacos

explodidos previamente lavado (Bagaco EV lavado) e ndo lavado (Bagaco EV
original).

—&— 1 mL de enzima Thermoascus aurantiacus
1,6 ---@-- 2 mL de enzima
A 3 mL de enzima
1,4
1,2
=
£
E 1,0 A
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=
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o
I
o
>
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(0] 1 2 3 4 5 6

Tempo de hidrélise (horas)

Figura 29: Sacarificacdo enzimética por T. aurantiacus de
bagaco pré-tratado com exploséo a vapor e lavado. Perfil de
atividade enzimética conforme tabela 5.
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Figura 30: Sacarificacdo enzimética por T. aurantiacus de
bagaco pré-tratado com exploséo a vapor e ndo lavado. Perfil
de atividade enzimética conforme tabela 5.
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Figura 31: Sacarificacdo enzimatica por T. reesei de bagaco
pré-tratado com exploséo a vapor e lavado. Perfil de atividade
enzimatica conforme tabela 5.
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Figura 32: Sacarificagdo enzimatica por T. reesei de bagaco
pré-tratado com explosdo a vapor e ndo lavado. Perfil de
atividade enzimatica conforme tabela 5.
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Com os extratos enziméaticos dos dois fungos observou-se uma maior liberacéo
de acucares redutores utilizando o bagaco pré-tratado com exploséo a vapor e lavado.
Com esse bagaco, foi possivel obter 1,21 mg/mL e 1,16 mg/mL de acUcares redutores
com o extrato (3 mL) de T. aurantiacus e T. reesei, respectivamente, apds 6 horas de
hidrélise.

Utilizando o bagaco que néo foi previamente lavado os resultados foram um
pouco inferiores, na qual se obteve 1,14 mg/mL e 1,10 mg/mL de acgUcares redutores
apoés 6 horas de hidrélise com os extratos de T. aurantiacus e T. reesei,
respectivamente. Observa-se também que a utilizacdo de 2 ou 3 mL de extrato
enzimatico de T. aurantiacus praticamente ndo alterou a eficiéncia da hidrdlise.

Para calcular o rendimento da hidrélise, no entanto, € necessario notar que o
bagaco ndo lavado possuia uma alta umidade (56,84%) quando comparado com o
lavado e seco (4,38%) e, desta forma, uma menor fracdo de celulose e hemicelulose
disponivel para o ataque enzimatico.

Sendo assim, com o bagaco nao lavado (bagaco EV original) foi possivel obter
17,6 e 16,9% de rendimento na hidrolise, com o0s extratos enzimaticos de T.
aurantiacus e T. reesei, respectivamente. Comparativamente, com o bagago EV
lavado esses mesmos extratos hidrolisaram 8,4 e 8,1% do material lignocelulésico,
respectivamente.

A projecdo das curvas indica que provavelmente ainda deveria ocorrer um
aumento na liberacdo dos aclcares com um maior tempo de hidrélise, porém de
acordo com as figuras 29 e 30 o aumento de volume enzimatico sugere uma possivel
saturacdo do substrato sem aumento no rendimento da sacarificacdo, uma vez que
praticamente ndo houve diferenca com o uso de 2 ou 3 mL de extrato enzimatico.

Em ensaio realizado por Ruiz et al., (2008) com talos de girassol também pré-
tratado com explosdo a vapor, o rendimento maximo da hidrdlise foi de 72% apdés 96
horas. Neste trabalho, no entanto, foram utilizadas enzimas comerciais de um
complexo de celulases (Celluclast 1.5L) suplementada com B-glicosidase (Novozym
188). Ainda neste estudo, também foi testado o bagaco comum, sem pré-tratamento,
na qual se obteve apenas 18% de hidrélise também em 96 horas.

Em outro estudo, também utilizando uma mistura de enzimas da Celluclast 2L e
Novozym 188, ap6s 96 horas de hidrélise do bagaco de cana pré-tratado com
explos@o a vapor resultou na geracdo de 47,4 g de agucares por 100 g de bagago
seco, sendo 33,0 g de glicose (MARTIN; GALBE; JONSSON, 2002).
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5.13. Hidrolise do bagago com a mistura dos extratos enziméticos de
Thermoascus aurantiacus e Trichoderma reesei.

E importante ressaltar que neste trabalho empregou-se um tempo de hidrolise
relativamente curto, visando a reducdo dos custos do processo. Portanto esses
resultados sdo bastante promissores e ainda podem ser aprimorados. O fungo
Thermoascus aurantiacus € um bom produtor de endoglucanase e endoxilanase
(atuam internamente nos substratos), porém produz pequena quantidade de
exoglucanase. Desta forma, um aumento na eficiéncia da hidrdlise poderia ser obtido
buscando o sinergismo entre enzimas dextrinizantes e sacarificantes. O fungo
Trichoderma reesei € reconhecido por sua notavel capacidade sacarificante devido a
producado de exoglucanase (atividade papel de filtro).

Assim, na tentativa de aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica, os
extratos enzimaticos (1:1) de T. aurantiacus e T. reesei foram misturados para avaliar
uma possivel complementaridade de suas enzimas. O teste foi realizado de acordo

com o terceiro modelo proposto na metodologia (Figura 33).

—m— 5 mL de enzima T. aurantiacus + T. reesei

2,29 ---®---10 mL de enzima

2,0_- A 15 mL de enzima
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Aclcar Redutor (mg/mL)

0.4 -
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0,0 T T T T T T T T
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Figura 33: hidrélise enzimatica do bagaco EV lavado com a
mistura de extratos enzimaticos (1:1) de T. aurantiacus e T.
reesei. Perfil de atividade enzimética conforme tabela 5.

Com a mistura dos dois extratos enzimaticos obteve-se a liberacdo de 1,59
mg/mL de acUcares redutores apds 6 horas, o que corresponde a um aumento no

rendimento da hidrélise de 31,4% em relacdo ao obtido no ensaio anterior com o
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extrato do fungo Thermoascus aurantiacus. O maior desafio em melhorar esses
resultados reside no fato de um fungo ser termofiico e o outro mesofilico,

impossibilitando que suas respectivas enzimas atuem na temperatura 6tima.

5.14. Hidrdlise enzimética do bagaco de cana-de-acUcar com diferentes tipos de

pré-tratamento

Realizou-se a hidrélise do bagaco de cana-de-acucar que foi submetido ao
tratamento térmico em combinacdo com diferentes solugdes (agua, HCI, H,SO,,
H;PO,, H,O, e NaOH) com os extratos de T. aurantiacus e T. reesei, de acordo com o
segundo modelo de hidrélise. No entanto, utilizou-se somente 3 mL de extrato bruto

durante 6 horas para a quantificacdo dos acgucares redutores (Tabela 12).

Tabela 12: Hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-acUcar com diferentes tipos
de pré-tratamento.

T. aurantiacus (mg/mL de T.reesei (mg/mL de

Pre-tratamento agUcar redutor) acucar redutor)

H,0 0,77 (+ 0,13) 0,93 (+ 0,11)
HCl 0,59 (+ 0,03) 0,83 (+ 0,06)
H,SO., 1,15 (+ 0,16) 0,98 (+ 0,14)
HsPO, 1,17 (+ 0,10) 1,44 (+ 0,04)
H,0, 0,69 (+ 0,00) 0,92 (+0,11)
NaOH 3,87 (+ 1,70) 3,65 (+ 0,15)

De acordo com o tabela 12 o tratamento com NaOH resultou no melhor
rendimento da hidrélise, independentemente do extrato enzimatico utilizado. A
eficiéncia desse processo possivelmente se deve a melhor remocédo da fracdo de
lignina do material lignocelulésico, e maior exposicdo das fracbes de celulose e

hemicelulose ao ataque enzimatico.
5.15. Determinacgéo de fendis totais

Os compostos fenolicos sdo produzidos durante a etapa de pré-tratamento do
material lignocelulésico e sdo potenciais inibidores para o processo de fermentagéo

alcodlica. Foram quantificados os fendis presentes na solugdo apds a etapa de

hidrolise realizada com 3 mL de extrato enzimatico (Tabela 13).
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Tabela 13: Compostos fendlicos totais presentes nos diferentes tipos de hidrolisados.

Pré-tratamento do bagaco
Controle (H,O)

Fenais totais* (mg/L)

T. aurantiacus
157,59 (+ 43,18)

T. reesei
141,12 (+ 2,66)

Fenais totais* (mg/L)

HCI
H,SO4

187,08 (+ 40,18)
265,87 (+ 13,28)

172,22 (+ 18,01)
205,13 (+ 25,52)

H;PO,
H20;

223,42 (+ 24,36)
175,25 (+ 23,21)

216,64 (+ 28,40)
174,84 (+ 2,08)

NaOH
Bagaco EV lavado

143,16 (+ 29,10)
288,74 (+ 17,42)

150,59 (+13,51)
263,75 (+ 4,97)

Bagaco EV original

412,10 (+ 33,56)

408,02 (+ 28,64)

Bagaco EV lavado (T.a. + T.r.) 304,33 (£ 30,02)

*Expresso em &cido vanilico

O bagaco de cana pré-tratado com explosdo a vapor e nao lavado foi o
substrato com maior quantificacao de fendis totais dentre os hidrolisados avaliados. A
formacao desses compostos esta diretamente relacionada com a severidade da etapa

de pré-tratamento do substrato.

5.16. Determinacdao de furfural e 5-hidroximetilfurfural por HPLC

Esses compostos inibidores sdo gerados a partir da degradacdo dos
monossacarideos durante a etapa de pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar.
Foram determinados os teores de furfural e 5-hidroximetilfurfural nos hidrolisados
contendo 3 mL de extrato enzimatico de T. aurantiacus e T. reesei e com 6 horas de
ensaio (Tabelas 14 e 15, respectivamente). As analises foram realizadas em HPLC e
as amostras apresentaram um perfil de cromatograma semelhante aos ilustrados nas

figuras 34 e 35.
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Tabela 14: Determinacdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural por HPLC nos hidrolisados com
extrato enzimatico do fungo T. aurantiacus.

5-hidroximetilfurfural

Pré-tratamento do bagaco Furfural (ug/mL) (ng/mL)
Controle (H,O) 0,03 (£ 0,01) 1,17 (+ 0,32)
HCI 0,47 (£ 0,27) 1,50 (= 0,03)
H,SO, 7,86 (+ 2,15) 6,44 (£ 0,78)
H:PO, 0,01 (x 0,01) 1,02 (+ 0,04)
H,0, 0,28 (+ 0,04) 1,04 (= 0,08)
NaOH 0,23 (x 0,07) 1,13 (£ 0,21)
Bagaco EV lavado ND* 1,08 (+x 0,01)
Bagaco EV original 0,55 (£ 0,29) 2,38 (£ 0,47)
*ND: ndo detectavel
£
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Figura 34: Cromatograma dos compostos inibidores produzidos
na hidrélise enzimatica utilizando o bagaco EV original com extrato
enzimatico de T. aurantiacus.
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Tabela 15: Determinacdo de furfural e 5-hidroximetilfurfural por HPLC nos hidrolisados com
extrato enziméatico do fungo T. reesei.

5-hidroximetilfurfural

Pré-tratamento do bagago Furfural (ug/mL) (ng/mL)
Controle (H,0) 0,01 (£ 0,01) 1,10 (x 0,03)
HCI 0,14 (£ 0,05) 0,98 (+ 0,07)
H,SO, 8,64 (+ 0,06) 24,27 (£ 2,47)
H3PO, ND* 1,02 (£ 0,05)
H,O, ND* 0,93 (£ 0,10)
NaOH 0,11 (£ 0,06) 0,94 (£ 0,02)
Bagaco EV lavado ND* 0,10 (£ 0,02)
Bagaco EV original 0,57 (£ 0,08) 1,84 (+0,18)

*ND: ndo detectavel

0,0500

5-Hidroximetilfurfural
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Figura 35: Cromatograma dos compostos inibidores produzidos
na hidrélise enzimatica utilizando o bagaco EV original com extrato
enzimatico de T. reesei.

A determinacdo dos inibidores com a mistura de extrato enzimatico de T.
aurantiacus e T. reesei foi préxima das demais analises, com 0,27 (x 0,04) ug/mL de
furfural e 1,06 (x 0,05) ug/mL de 5-hidroximetilfurfural.

A analise dos hidrolisados revelou que esses compostos inibidores estéo
presentes apenas em uma baixa concentracdo quando comparado com alguns dados
da literatura. GAMEZ et al. (2006) encontraram 1,2 mg/mL de furfural no hidrolisado
de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado termicamente em combina¢cdo com HzPO.,.
DOGARIS et al. (2009) estudaram o pré-tratamento térmico do bagaco de sorgo e
obtiveram a formacdo de 0,21 e 0,51 mg/mL de 5-hidroximetilfurfural e furfural,

respectivamente.
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A baixa producéo de compostos inibidores no processo pode ser decorrente da
temperatura relativamente baixa empregada na etapa de pré-tratamento (autoclave a
121 °C) neste trabalho. No entanto, para a viabilidade do processo de producgéo de
etanol a partir de biomassa lignoceluldésica deve-se evitar ao maximo a formacao
desses compostos, levando-se em consideracdo os altos custos de uma etapa de
desintoxicacéo do hidrolisado previamente a fermentacao.

5.17. Determinacdo dos acUcares redutores produzidos na hidrélise enzimética
por HPLC

Para uma melhor visualizacdo da extensao da hidrélise enzimética, os
principais acUcares liberados nesta etapa foram determinados por HPLC. Utilizou-se
os hidrolisados contendo 3 mL de extrato enzimético de T. aurantiacus e T. reesei e
com 6 horas de hidrélise (Tabelas 16 e 17). Os seis aclUcares avaliados foram
encontrados em todos os hidrolisados, sendo a glicose e a xilose os principais
produtos formados. Esse dado é importante, pois esses sdo 0s monossacarideos
passiveis de fermentacdo pelas leveduras, sendo o principal objetivo da hidrélise
enzimatica. Todas as amostras avaliadas apresentaram um perfil de cromatograma

semelhante aos ilustrados nas figuras 36 e 37.

Tabela 16: Determinacdo de acUcares redutores nos hidrolisados com extrato enzimético de T.
aurantiacus.

Pré- Arabinose Galactose Glicose Xilose  Xilobiose Celobiose
tratamento  (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)  (png/mL) (mg/mL)
Controle 44,33 4,80 942,74 207,44 4,42 0,78

(H20) (£ 10,4) (£1,2) (£194,1) (£ 44,2) (x0,4) (£0,2)
el 17,93 3,38 788,14 231,83 3,73 1,27
(£3,5) (£0,6) (£ 70,6) (£40,7) (£0,2) (£0,3)
H.SO 61,41 4,71 978,81 517,59 5,15 0,87
224 (+2,1) (+0,2) (+ 36,0) (*7,1) (+0,0) (+ 0,0)
H.PO 39,64 5,32 1139,51 423,47 8,28 1,72
3 (*7,5) (£1,2) (£ 170,8) (£ 83,0) (£0,1) (£0,3)
H.0 43,55 5,03 913,42 210,10 4,26 0,90
2=2 (+2,2) (+0,7) (+ 96,3) (+ 18,3) (+0,3) (+0,2)
NaOH 199,06 8,35 3210,82 1092,65 277,05 22,54
(£ 146,5) (£4,5) (£1619,2) (+883,4) (+376,1) (£ 28,8)
Bagaco EV 9,42 3,26 1140,54 358,01 13,97 2,52
lavado (£2,8) (£0,8) (£ 237,1) (+84,8) (£3,2) (£0,5)
Bagaco EV 9,44 3,41 1014,02 152,79 8,72 0,90
original (£0,0) (£0,2) (£ 142,6) (£37,3) (£0,0) (£0,2)
Mistura dos 18,38 3,25 2106,64 454,72 8,65 5,40
extratos (£1,0) (£ 0,44) (£ 349,0) (+ 44,6) (x1,6) (£0,3)
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Figura 36: Cromatograma dos acglcares redutores produzidos na hidrolise enzimatica
utilizando o bagago EV lavado com extrato enzimatico de T. aurantiacus.

Tabela 17: Determinacdo de acUcares redutores nos hidrolisados com extrato enzimético de T.

reesei.

Pré- Arabinose Galactose Glicose Xilose  Xilobiose Celobiose
tratamento  (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)  (ng/mL)  (ug/mL) (ug/mL)
Controle 67,95 1,75 1077,81 243,42 3,11 24,59

(H20) (£11,8) (£0,6) (£ 456,9) (x141,1) (x0,6) (£ 18,0)
el 14,97 1,16 1046,81 238,41 1,91 41,90
(£0,7) (£0,1) (£447,2) (+48,2) (£0,1) (£ 10,0)
H.SO 44,73 1,55 831,64 376,48 2,90 48,84
2o (0,2 (+0,3) (£314,5) (107,00 (0,2 (+ 20,3)
H.PO 47,25 2,75 1487,88 431,08 3,89 59,09
s (+7,8) (+ 0,4) (+538,8) (+129,9) (x0,8) (+ 24,2)
H.0 62,39 1,80 1013,15 278,23 2,59 24,23
22 (+12,2) (+0,3) (+415,4) (+102,8) (x0,9) (= 9,4)
NaOH 249,05 1,34 2676,15 1043,69 318,09 425,67
(£0,9) (£0,4) (£708,6) (+3833) (+x12,8) (£22,7)
Bagaco EV 12,99 2,19 1493,02 379,40 3,15 18,05
lavado (£0,3) (£0,0) (£ 159,6) (x21,7) (0,0 *7,2)
Bagaco EV 71,83 7,53 1211,43 617,19 4,67 22,20
original (17,8 17 (£276,3) (£168,3) (x1,1) (£3,2)
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Figura 37: Cromatograma dos acglcares redutores produzidos na hidrolise enzimatica
utilizando o bagaco EV lavado com extrato enzimatico de T. reesei.

Em trabalho realizado por Gamez et al (2006), utilizando a hidrdlise térmica em
combinacdo com H3;PO, (122 °C, 4% de H;PO, e 300 minutos) do bagaco de cana-de-
acUcar, detectaram a presenca de (em mg/mL) 17,6 de xilose, 2,6 de arabinose e 3,0
de glicose. Porém foi produzido uma quantidade muito maior de compostos inibidores,

com 1,2 mg/mL de furfural e 4,0 mg/mL de &cido acético.
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6. CONCLUSOES

Os fungos Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, Thermomyces lanuginosus,
Trichoderma reesei QM9414 e Penicillium viridicatum RFC3 foram capazes de se
desenvolver nos fermentadores testados em meio com bagaco de cana-de-acucar e
farelo de trigo e produziram enzimas importantes do ponto de vista industrial.

No que diz respeito a quantidade de enzima produzida, o fungo T. aurantiacus
merece destaque, por ter sido um excelente produtor de xilanase e CMCase. Os
fungos T. lanuginosus e o P. viridicatum apresentaram bons resultados para a enzima
B-glicosidase, e o T. reesei produziu quantidades intermediarias para a maioria das
enzimas.

O meio fermentativo contendo apenas bagaco de cana-de-acgucar e farelo de
trigo ndo foi um bom indutor para producéo das enzimas ligninases, uma vez que nao
possivel detectar atividades dessas enzimas em nenhum extrato analisado.

Dentre os pré-tratamentos do bagaco, o realizado em combinacdo com acido
cloridrico liberou a maior quantidade de acuUcares redutores, que devem
reaproveitados no processo de producdo do bioetanol.

Os extratos enzimaticos dos fungos T. aurantiacus e T. reesei apresentaram 0s
melhores resultados na hidrdlise do bagaco de cana. O aumento da quantidade de
enzima sempre resultou em um aumento da sacarificacdo, indicando que as enzimas
ainda ndo haviam chegado ao estado de saturacgéao.

Os pré-tratamentos do bagaco em combinacdo com NaOH e explosao a vapor
foram os que resultaram no melhor rendimento na etapa de hidroélise.

A concentracdo do extrato bruto por precipitacdo com etanol foi realizada com
sucesso, observando-se um consideravel aumento nas atividades de todas as
enzimas. A aplicacdo do extrato concentrado na hidrélise do bagaco também resultou
numa melhor eficiéncia do processo, aumentando a liberacdo dos aclcares, embora
ndo tenha sido proporcional ao fator de concentragdo do extrato enzimatico.

A mistura entre os extratos enzimaticos de T. aurantiacus e T. reesei também
resultou em um melhor rendimento do processo de hidrélise.

A extrapolagdo das curvas de sacarificacdo indica que possivelmente a
hidrélise continuaria com o decorrer do tempo, podendo melhorar os rendimentos
deste processo.

Os inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural foram encontrados apenas em
pequena concentragdo em todos os hidrolisados, indicando que o pré-tratamento ndo

foi muito severo e evitou a degradacéo dos acglcares na formagéo desses compostos.
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Os acucares avaliados arabinose, galactose, glicose, xilose, xilobiose e
celobiose foram encontrados em todos os hidrolisados, sendo a glicose e xilose os
principais produtos formados. Isto demonstra que a extenséo da hidrélise atingiu seu
principal objetivo, que é a formacdo dos monossacarideos passiveis de fermentacgao.

Estes resultados estimulam a continuagdo de novos estudos, visando a
compreensédo dos parametros envolvidos na sacarificacdo enzimatica para a obtengéo
das melhores condi¢Bes de ensaio, como temperatura, tempo, pH e relagdo enzima/
substrato.
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